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略語表  
本文中では以下の略語を用いる．  
AMC 7-amino-4-methylcoumarin 
ANOVA analysis of variance 
ATP adenosine-5'-triphosphate 
A wave atrial contraction wave 
bpm beats per minute 
BW body weight 
CAL coronary artery ligation 
CMC-Na sodium carboxymethyl cellulose 
CO cardiac output 
CO index cardiac output index 
DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 
DTT dithiothreitol 
E wave early diastolic filling wave 
EDTA ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
EDV end-diastolic volume 
EF ejection fraction 
EGTA ethylenglycol-bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
ESV end-systolic volume 
ET ejection time 
FITC fluorescein isothiocyanate 
FS fractional shortening 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HAT histone acetyltransferase 
HDAC histone deacetylase 
HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
HR heart rate 
HRP horseradish peroxidase 
HSF1 heat-shock transcription factor 1 
HSP heat-shock protein 
HW heart weight 
HW/BW heart weight/body weight 
ICT isovolumic contraction time 
IP immunoprecipitation 
i.p. intraperitoneally 
IRT isovolumic relaxation time 
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KHB Krebs-Henseleit bicarbonate 
LC3 microtubule-associated protein 1 light chain 3 
LungW lung weight 
LungW/BW lung weight/body weight 
LV left ventricle 
LVIDd left ventricular internal diameter at end-diastole 
LVIDs left ventricular internal diameter at end-systole 
LVW left ventricular weight 
LVW/BW left ventricular weight/body weight 
PA pulmonary artery 
PAAT pulmonary artery flow acceleration time 
PAD pulmonary artery diameter 
PAGE poly-acrylamide gel electrophoresis 
PBS phosphate-buffered saline 
PFA paraformaldehyde 
PI3K phosphoinositide 3-kinase 
PQC protein quality control 
PSMB5 proteasome 5 subunit 
PVDF polyvinilydene difluoride 
RV right ventricle 
RVW right ventricular weight 
RVW/BW right ventricular weight/body weight 
SAHA suberoylanilide hydroxamic acid 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SEM standard error of the mean 
Sep septum 
SepW septal weight 
SepW/BW septal weight/body weight 
SQSTM1 sequestosome 1 
Suc-LLVY-AMC succinyl-L-leucyl-L-leucyl-L-valyl-L-tyrosine 4-methylcoumaryl-7-amide 
SV stroke volume 
SV index stroke volume index 
TBST Tris-buffered saline with Tween 20 
Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
viable LV viable left ventricle 
VTI velocity time integral 
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緒言  
 慢性心不全は，何らかの原因により心ポンプ機能が損なわれた結果，全身の組織が
要求する血液量を心臓が供給することができなくなった状態と定義され，多様な心血
管疾患の終末的な病態とみなされている．我が国では，生活習慣の欧米化や急速な高
齢化により，心不全の患者数が増加の一途を辿っており  1)，2017 年の厚生労働省の死
因に関する統計では，我が国の心疾患に起因する死亡者数  204,837 人のうち，約 40% 
の 80,817 人が心不全で死亡している．心不全の基礎疾患には，心筋梗塞などの虚血性
心疾患，拡張型心筋症および高血圧症などがある．その中で，冠血流の途絶による心
筋の壊死，すなわち心筋梗塞を基礎疾患として発症する心筋梗塞後心不全  2) の患者数
が最多となっている．過去の大規模臨床試験から，アドレナリン   受容体遮断薬 3–5)，
アンギオテンシン変換酵素阻害薬  6–9) およびアンギオテンシン  II 受容体拮抗薬 10–12) 
などの薬物療法の有用性が示されたものの，現在でも心不全の診断後  1 年以内の死亡
率は約  20% に達する 13–15)．そのため，心筋梗塞後心不全に対する新たな治療薬の開
発が期待されている．  
 心臓は，心筋梗塞などの基礎疾患により心筋細胞の一部が失われると，組織学的形
態変化およびポンプ機能の代償機序を介して，循環動態を維持する  16,17)．例えば，心
筋梗塞後に容量負荷や圧負荷が持続すると，心筋梗塞を免れた生存心筋は，肥大化お
よび線維化を介して心機能を維持させる  18–21)．しかしながら，心臓への力学的および
代謝的な負荷が長期間持続すると，その代償機構の破綻に伴い心機能は低下し，心不
全に陥る．  
 生体内で様々な役割を担っているタンパク質が正しく機能するためには，適切な高
次構造をとっている必要がある．細胞へのストレス曝露は，細胞内に正常な立体構造
を保つことができなくなった変性タンパク質を生成させ，その蓄積が細胞毒性を惹起
する  22)．アルツハイマー型認知症，ハンチントン病およびパーキンソン病など神経変
性疾患の多くは，変性タンパク質凝集体の蓄積が原因で発症することが示されている 
23)．神経細胞と同様に非増殖性の細胞である心筋細胞は，個体の寿命とほぼ同等の期
間，分裂することなく，その機能を保持しなければならない  24)．さらに心臓は，継続
的に機械的および神経内分泌的ストレスに曝され続けているため 25)，心機能を維持す
るには，その細胞内のタンパク質の品質を厳格に管理する必要がある 26)．細胞は，異
常なタンパク質の蓄積を回避するために，細胞内に生じた変性タンパク質を修復ある
いは除去する分子機構を備えている．この機構は，タンパク質品質管理機構（protein 
quality control; PQC）と称され，分子シャペロンである熱ショックタンパク質（heat-shock 
protein; HSP）によるタンパク質修復，ユビキチン-プロテアソーム系によるタンパク質
分解およびオートファジー -リソソーム系によるタンパク質分解の  3 つの経路に大別
される 27,28)．多くの神経変性疾患と同様に，これらの経路の異常が心筋梗塞後の心臓
を心不全に陥らせる誘因となっていることが推察されるものの，心筋梗塞後に心不全
へと至る過程での  PQC 経路の変化は明らかにされていない．  
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 タンパク質のアセチル化は，ヒストンおよび多くの非ヒストンタンパク質の機能を
制御する重要な翻訳後修飾のひとつである  29,30)．ヒストン脱アセチル化酵素（histone 
deacetylase; HDAC）およびヒストンアセチル化酵素（histone acetyltransferase; HAT）に
よって制御されており，遺伝子の転写活性やタンパク質の安定性，活性および特異的
相互作用の調節などに関与する 31–33)．現在，HDAC は 18 種類のアイソフォームが同
定されている  34)．そのうち  HDAC6 は，前述した  3 つの  PQC 経路すべてに関与し
ていることが報告されている  35–39)．HDAC6 は細胞質にのみ局在するため，ヒストン
ではなく -tubulin，HSP90 および  cortactin などの細胞質に存在する非ヒストンタン
パク質を基質とする  36)．その  C 末端領域にはユビキチン結合ドメイン，2 つの触媒
ドメインの間にはダイニンモーター結合ドメインを有している  38,40)．HDAC6 は，こ
れらの基質特異性および構造的特徴を介して，PQC において中心的な役割を担ってい
ると考えられている．しかしながら，心筋梗塞後の心臓での  HDAC6 の変化および 
PQC との関連は不明である．  
 そこで，本研究ではラット心筋梗塞モデルを用い，心筋梗塞後から心不全に至る過
程での心筋組織の  PQC および  HDAC6 の変化を把握するとともに，心筋梗塞後の 
HDAC6 活性の阻害が心機能に及ぼす効果について検討した．  
 第一章では，心筋梗塞後に慢性心不全に陥る過程での心筋組織の  HSP 含量，プロテ
アソーム活性およびオートファジー関連タンパク質含量など  PQC の変化について検
討した．  
 第二章では，心筋梗塞後に心不全へと進展する過程での HDAC6 含量および活性の
変化について検討した．加えて，3 つの  PQC 経路の中でストレスに最も早期に応答
するシャペロン機構に着目し，不全心での  HSP 発現低下と  HDAC6 の関連について
検討した．  
 第三章では，心筋梗塞後の心機能の代償期からの  HDAC 阻害薬  suberoylanilide 
hydroxamic acid（SAHA）投与が心機能に及ぼす効果について検討した．さらに，その
作用機序を解明するため，HSP 発現に対する  SAHA 投与による  HDAC6 阻害の効果
について検討した．  
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第一章 心筋梗塞後のタンパク質品質管理機構の変化  
 心臓は，栄養血管である冠状動脈の閉塞により血液供給が遮断されると，その支配
領域の心筋細胞が喪失し，心機能が低下する  41)．急性心筋梗塞の急性期治療は，現在
までに飛躍的な進歩を遂げており，処置後の患者の生存率は大幅に改善されている．
その一方で，広範な梗塞巣が形成された患者での心筋梗塞後心不全の発症が課題とな
っている．心筋梗塞後の心臓では，梗塞を免れた生存心筋の代償的な働きにより，一
時的に心機能が維持される  16–21)．しかしながら，心臓に圧負荷および容量負荷などの
機械的刺激とそれに伴って生じる液性因子などのストレスが持続的にかかると，次第
に心機能低下が進行し，最終的に心ポンプ機能の低下，すなわち慢性心不全に陥る  42,43)．
したがって，この心筋梗塞後の心機能の代償期から心不全に至る過程での心臓の病態
生理学的変化を把握することが，心筋梗塞後心不全の新たな治療法を開発するために
重要な意義をもつ．  
 前述したように，細胞はストレスによって生成した変性タンパク質を感知し，細胞
内タンパク質恒常性を維持するためにそれらを処理する機構を備えている．この機構
は  PQC と呼ばれ，3 つの経路に大別される  27,28)．1 つ目は，分子シャペロンである  
HSP による変性タンパク質の修復である．HSP は，細胞がストレスに曝露されると合
成が促進される一群のタンパク質であり，新生タンパク質の高次構造の構築およびス
トレスで障害されたタンパク質の修復に関与することが知られている  44,45)．これら 
HSP の中で，HSP72，HSPB1 および HSPB5 は心臓で高発現しており，心臓へのスト
レスに応答し，その発現量を増加させる分子種である  46,47)．2 つ目は，ユビキチン -
プロテアソーム系によるタンパク質分解である．HSP による修復が不能なほど損傷し
たタンパク質は，ユビキチン化によって目印が付けられ，巨大なタンパク質分解酵素
複合体であるプロテアソームで分解される 48)．ただし，プロテアソームによるタンパ
ク質分解では，ユビキチン化タンパク質の立体構造をほどき，プロテアソーム内腔へ
送り込む必要がある 49,50)．したがって，プロテアソームで分解できないほど凝集した
巨大な構造体は，3 つ目の経路のオートファジー-リソソーム系で分解される．オート
ファジーとは，細胞内の分解対象をオートファゴソームと呼ばれる二重膜の中に隔離
し，リソソームと結合することで除去する細胞内分解系である  51)．プロテアソームに
より分解しきれなかったユビキチン化タンパク質は，微小管上を微小管形成中心に向
かって輸送され，アグリソームとして蓄積し，最終的にオートファジーで分解される 
52)．一般的にオートファジーは非選択的分解システムであると理解されているが，近
年このような機序による選択的オートファジーの存在が明らかにされた  53)．オートフ
ァゴソームの形成には，多くのオートファジー関連タンパク質（Atg）が関与しており，
それらが複雑に相互作用することで二重膜構造の隔離膜の形成および膜の伸長などの
膜動態が制御されている  51)．選択的オートファジーでは，特定の構造物をオートファ
ゴソームで囲んで分解するために，隔離膜が分解基質となる構造物を認識して取り込
む過程が必要となる．この過程は，オートファジーレセプターと呼ばれるタンパク質
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によって仲介される 54)．代表的なオートファジーレセプターとしてセクエストソーム  
1（sequestosome 1; SQSTM1）があげられる 55–57)．これら PQC 経路により細胞内タン
パク質恒常性を維持することは，心筋梗塞後の心臓において心機能を保持するために
重要であると考えられている．しかしながら，心筋梗塞から心不全に陥る過程での  
PQC 経路の変化については未だ不明な点が多い．そこで本章では，ラット心筋梗塞モ
デルを用い，心筋梗塞後の心機能変化と  HSP 含量，プロテアソーム活性およびオート
ファジー関連タンパク質含量の変化の関係について検討した．  
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1‐1 実験材料・方法  
1‐1‐1 実験動物  
本実験では，10 週齢，体重 220-240 g の Wistar 系雄性ラット（Japan SLC, Inc.，
Hamamatsu，Japan）を用いた．飼料と水を自由に摂取させ，恒温（23 ± 1°C），恒湿（55 
± 5%），定時照明（12 時間明所 7:00-19:00，12 時間暗所 19:00-7:00）の人工環境下で
飼育した．動物の飼育，実験操作は，動物の愛護および管理に関する法律（昭和  48 年
法律第 105 号）および実験動物の飼養および保管等に関する基準（昭和  55 年総理府
告示第 6 号）に従った．本研究は東京薬科大学動物実験委員会にて実験計画の審査お
よび承認を受け，実施された．  
 
1‐1‐2 ラット心筋梗塞モデルの作製  
ラット心筋梗塞モデルを  Sanbe らの方法  58) に従って作製した．ラットを  
isoflurane（導入 5%，維持 2%，Pfizer Inc.，New York，NY，USA）で麻酔装置（SN-487-0T，
Shinano，Tokyo，Japan）を用いて麻酔し，背位に固定した．開胸時の呼吸を確保する
ために口腔より気管にカニューレを挿管し，人工呼吸器（SN-480-7，Shinano）を使用
して，2.2-2.4 mL/stroke × 70 rpm の条件で陽圧人工呼吸を行った．胸骨の左縁に沿っ
て皮膚を切開し，第四肋骨を切除した．開胸後，心嚢膜を取り除き，心臓を体外に露
出させ，左冠状動脈の起始部より心尖部に向かって  2 mm の位置を  5 号ポリエステル
縫合糸（TI-CRON™，COVIDIEN，Mansfield，MA，USA）を用いて結紮した（左冠状
動脈結紮: coronary artery ligation; CAL）．結紮後，心臓を胸腔内に戻し，筋層および皮
膚を縫合した．術後の感染症予防のため，縫合部をポビドンヨード液（Meiji Seika 
Pharma Co., Ltd.，Tokyo，Japan）で消毒した．また，偽手術（Sham）群は同様の操作
で開胸し，心臓を露出させるのみで結紮は行わなかった．  
 
1‐1‐3 心エコー法による心機能の測定  
1‐1‐3‐1 心エコー診断装置  
非侵襲的に心機能を観察するため，心エコー法を用いた．心エコー診断装置には，
ARIETTA 70（Hitachi, Ltd.，Tokyo，Japan）を使用した．探触子には  7～13 MHz のリ
ニア型（L64，Hitachi, Ltd.）および  8 MHz のセクタ型（S42，Hitachi, Ltd.）を用いた． 
CAL ラットの心機能測定は  Kawahara らの方法  59) に従って行った．Pentobarbital 
sodium（30 mg/kg i.p.，Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.，Tokyo，Japan）で麻酔し，背
位に固定した．胸部を剃毛し，37°C に加温したエコージェル（SCAN® ULTRASOUND 
GEL; Parker Laboratories, Inc.，Fairfield，NJ，USA）を胸部に塗布し，探触子と皮膚間
の非接触部を排除した．固定を外し，37℃に設定した加温マット（BWT-100，Bio 
Research Center，Nagoya，Japan）上で左半側臥位にし，無拘束下で以下のパラメータ
ーを測定した．  
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1‐1‐3‐2 B および  M モードを用いた心機能の測定  
B モードは，心臓の断面を表示する方法である．胸骨左縁部に正中線と平行になる
ように探触子を置き，その側面の頭側をラットの右肩方向（正中線頭側を  0 度とした
とき反時計方向に約  30 度）に回転させることで，胸骨左縁の左室長軸像（縦切りの
断面像）が得られる．次に，乳頭筋が左室長軸像の中心となるように探触子を移動さ
せた後，それを 90 度回転させることで，胸骨左縁での左室短軸像（横切りの断面像）
が得られる．  
M モードとは，心筋の壁運動を測定するため  B モード画像に任意の直線を引き，
この直線上の心筋の動きを時間経過と共に画像上に表示して観察する方法である．M 
モードおよび B モードの両方を表す画像（B/M モード）を Figure 1 に示す．左側の
画像（B モード）は心臓の左室長軸像を表す．右側の画像（M モード）より，左室拡
張末期内腔径（left ventricular internal diameter at end-diastole; LVIDd）および左室収縮
末期内腔径（left ventricular internal diameter at end-systole; LVIDs）が計測された．これ
らの値を式（ 1）に代入することにより，左心室の収縮能を示す左室内径短縮率
（fractional shortening; FS）が算出された．次に，LVIDd，LVIDs をそれぞれ式（2），
式（3）に代入することにより，左室拡張末期容積（end-diastolic volume; EDV）と左室
収縮末期容積（end-systolic volume; ESV）が算出され，さらにこれらの値を式（4）に
代入することにより，左心室収縮能のもう一つの指標である左室駆出率（ ejection 
fraction; EF）を算出した．  
FS（%） = ｛（LVIDd － LVIDs）/ LVIDd｝ × 100 ････････････････ 式（1） 
EDV（L） = （LVIDd）3 ･････････････････････････････････････ 式（2） 
ESV（L） = （LVIDs）3 ･･････････････････････････････････････ 式（3） 
EF（%） = ｛（EDV － ESV）/ EDV｝  × 100 ･････････････････････ 式（4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Representative B/M-mode echocardiograms of naïve rat. 
Two dimensional parasternal long-axis view from the naïve rat heart. 
Abbreviations: LVIDd, left ventricular internal diameter  at end-diastole; LVIDs, left ventricular internal diameter  
at end-systole. 
5 mm
300 ms5 mm
LVIDd LVIDs
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1‐1‐3‐3 D モードを用いた心機能の測定  
D モードとは，Doppler 効果を利用して，心臓内や血管内の血流をリアルタイムに
表示する方法で，血液の流速あるいは心拍出量が算出される．まず，color Doppler 法
（断層画面内にどのような流速の血流があるかを表示する方法）により血流を表示さ
せることで目標部位を決定し，その部位で  pulse Doppler 法（目標部位の血流速度を測
定する方法）により血流速波形を表示させた．B モードと  D モードの両方を表す画
像（B/D モード）を  Figure 2 に示す．左側の画像は  color Doppler 法を用いた B モ
ード左室長軸像，右側の画像は pulse Doppler 法での血流速波形を表す．血流のモニタ
ーは肺動脈流出経路（pulmonary artery; PA）で血流をモニターし，心拍出量を測定した．
この  B/D モードの画像より肺動脈径（pulmonary artery diameter; PAD），速度時間積分
値（velocity time integral; VTI）および心拍数（heart rate; HR）を測定した．式（5）か
らこれらの値を用いて心拍出量（cardiac output; CO）を算出した．式（6）からこれら
の値を用いて一回拍出量（stroke volume; SV）を算出した．さらに，CO を体重（body 
weight; BW）で除することにより心拍出量/体重比（cardiac output index; CO index）を
（式（7）），同様に，SV と BW から一回拍出量/体重比（stroke volume index; SV index）
を算出した（式（8））．  
 
CO（mL/min） = ｛  π ×（PAD）2 × VTI × HR ｝ / 4 ･･････････････ 式（5） 
SV（L）  = ｛ CO / HR ｝  × 1000 ･････････････････････････････ 式（6） 
CO index（L/min/g）  = ｛ CO / BW（g）｝  × 1000 ･･･････････････ 式（7） 
SV index（L /g）  = SV / BW（g） ･････････････････････････････ 式（8） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Representative B/D-mode echocardiograms of naïve rat. 
Pulmonary flow velocity was measured with pulsed wave Doppler on the parasternal long-axis view. 
Abbreviations: PAD, pulmonary artery diameter; VTI, velocity time integral . 
PAD
VTI
300 ms5 mm
100 cm/s
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1‐1‐3‐4 肺動脈血流加速時間の測定  
D モード図法を用いて肺動脈の血流をモニターした．右心室収縮による肺動脈血流
速度の発生から肺動脈血流速度が  peak になるまでの時間を測定し，それを肺動脈血
流加速時間（pulmonary artery flow acceleration time; PAAT）とした．  
 
1‐1‐3‐5 総合的心機能指標の測定  
総合的心機能指標（Tei index）は収縮能と拡張能を統合させた心機能指標である  60–62)．
この値の上昇は，心機能の低下を示す．左心室の  Tei index は以下の方法により測定し
た．まず心尖部四腔断面像を描出し，僧帽弁の弁尖部で  pulse Doppler 法により僧帽弁
流入速波形を得た．心房収縮波（atrial contraction wave; A wave）の終了から次の心拍
の拡張早期血流波（early diastolic filling wave; E wave）の開始までの時間（a 時間）を
計測した．次に心尖部長軸断面像を描出し，大動脈弁の弁輪レベルで  pulse Doppler 法
により大動脈駆出血流速波形を得た．この血流の持続時間，すなわち駆出時間（ejection 
time; ET）（b 時間）を計測した．Figure 3 に示すように  a 時間は，等容収縮時間
（isovolumic contraction time; ICT），等容弛緩時間（isovolumic relaxation time; IRT）お
よび  ET の和であるので，a－b は  ICT と IRT の和となり，さらに  （a－b）/ b ＝ 
ICT/ET + IRT/ET となる．呼吸性変動による影響を減らすために  a 時間･ b 時間とも
連続する 4 拍の平均値を用いてそれぞれを式（9）に代入し，Tei index を算出した．
また左室拡張能の指標として  E/A 比（E/A ratio）を算出した．  
一方，右心室の Tei index は胸骨左縁大動脈弁レベル短軸断面像を描出し，三尖弁の
弁尖部で pulse Doppler 法により三尖弁流入速波形を得て同様に  a 時間を測定した．
次に胸骨左縁長軸断面像を描出し，肺動脈弁の弁輪レベルで  pulse Doppler 法により肺
動脈血流速波形を得て同様に  b 時間を測定し，Tei index を算出した．  
Tei index ＝ （ICT + IRT）/ ET ＝ （a－b）/ b ････････････････････ 式（9）  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Diagrams for measurement of LV Tei index. 
The LV Tei index was assessed from Doppler recordings of LV inflow and outflow.  From mitral inflow in the 
apical four-chamber view, the time interval from cessation to onset of mitral inflow was measured ( a-interval). 
a-interval was equal to the sum of ICT, ET and IRT. ET (b-interval) was measured from the LV outflow velocity 
curve recorded in the long-axis view. The LV Tei index was calculated as (a-b)/b, namely (ICT+IRT)/ET. 
Abbreviations: ET, ejection time; ICT, isovolumic contraction time; IRT, isovolumic relaxation time; LV, left 
ventricular; E, early diastolic filling wave; A, atrial contraction wave . 
ET
b
a
ICT IRT
LV outflow
Mitral inflow
E
A
E
A
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1‐1‐4 心臓および肺の組織重量の測定  
心肥大および肺うっ血の有無を検討するために，心臓および肺を摘出し，氷冷した
生理食塩水中で血液を洗浄した後，その重量（湿重量）を測定した．CAL ラットから
摘出した心臓は梗塞巣（scar），梗塞周辺部（border），梗塞周辺部の左心室自由壁（viable 
left ventricle; viable LV），中隔壁（septum; Sep）および右心室自由壁（right ventricle; RV）
の 5 部位に，Sham ラットから摘出した心臓は左心室自由壁（left ventricle; LV），Sep，
RV の 3 部位に分割し，それぞれの重量を測定した．肺重量は視認できる肺動脈を可
能な限り除去した重量を測定した．  
 
1‐1‐5 Western immunoblotting 用試料溶液の調製  
組織重量測定後，CAL ラットでは梗塞周辺部の  viable LV を，一方 Sham ラットで
は LV を各  7 分間細切した後，組織重量の  5 倍量の homogenization buffer（20 mM 
2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid（HEPES），250 mM sucrose，1 mM 
dithiothreitol（DTT），1 mM ethylenglycol-bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
（EGTA）， protease inhibitor cocktail（ cOmplete™ Mini EDTA-free; Roche，Basel，
Switzerland），phosphatase inhibitor cocktail（PhosSTOP™; Roche），pH 7.4，4°C）を加え，
ポッターホモジナイザー（Digital homogenizer; AS ONE，Osaka，Japan）でホモジナイ
ズ（1,000 rpm，20 秒間，5 回）した．組織ホモジネートに最終濃度が  2% となるよ
うに  20% sodium dodecyl sulfate（SDS）を加えた後，5 分間 2 回煮沸し，タンパク質
を可溶化した．タンパク質量は  Bradford 法 63) を用いて測定した後，タンパク質の最
終濃度が 2 g/L となるように 5×sample buffer（312.5 mM Tris-HCl，10% SDS，25% 
-mercaptoethanol，50% glycerol，0.15% bromophenolblue，pH 6.8）および homogenization 
buffer を加え，5 分間  2 回煮沸し western immunoblotting 用の試料溶液とした．  
 
1‐1‐6 Western immunoblotting 
心筋組織  HSP72，HSPB1，HSPB5，ユビキチン化タンパク質およびオートファジー
関連タンパク質含量の変化を把握するため western immunoblot 法を用いた．まず，SDS 
ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）で調製した試料中のタンパク質を分離
し，転写装置（WSE-4040; ATTO Co.，Tokyo，Japan）を用いて polyvinilydene difluoride
（PVDF）膜（Immobilon-P; Millipore，Billerica，MA，USA）に転写した．転写後，PVDF 
膜を  Tris-buffered saline with Tween 20（TBST）溶液で 2 分間洗浄した後，50% Blocking 
One（Nacalai Tesque, Inc.，Kyoto，Japan）含有 TBST 溶液を用いて室温で  30 分間ブ
ロッキングを行った．5% Blocking One 含有  TBST 溶液で 5 分間，3 回洗浄した．そ
の後，一次抗体として mouse monoclonal anti-HSP72 抗体（W27，Calbiochem，San Diego，
CA，USA），rabbit polyclonal anti-HSPB1 抗体（Enzo Life Sciences, Inc.，Farmingdale，
NY，USA）を  2,000 倍，mouse monoclonal anti-HSPB5 抗体（1B6.1-3G4，Enzo Life 
Sciences, Inc.）を 3,000 倍，rabbit polyclonal anti-proteasome 5 subunit（PSMB5）抗体
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（ Abcam ， Cambridge ， UK ） を  1,000 倍 ， mouse monoclonal anti-mono and 
polyubiquitinylated conjugates 抗体（FK2，Enzo Life Sciences, Inc.）を 500 倍，rabbit 
polyclonal anti-Atg1 抗体（Sigma-Aldrich Co.，St. Louis，MO，USA），rabbit polyclonal 
anti-Atg13 抗体（Sigma-Aldrich Co.），rabbit polyclonal anti-Beclin 1 抗体（Sigma-Aldrich 
Co.）を 1,000 倍，rabbit polyclonal anti-Atg5 抗体（Sigma-Aldrich Co.）を 2,000 倍，
rabbit polyclonal anti-microtubule-associated protein 1 light chain 3 （ LC3 ） 抗 体
（ Sigma-Aldrich Co. ）を  1,000 倍， rabbit polyclonal anti-phosphorylated SQSTM1
（serine403）抗体（GeneTex, Inc.，Irvine，CA，USA）を  500 倍，mouse monoclonal 
anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）抗体（6C5，Millipore）を 10,000 
倍となるように 5% Blocking One 含有 TBST 溶液で希釈して PVDF 膜に添加し，低
温室  4°C で一晩インキュベートした．一次抗体反応後，5% Blocking One 含有 TBST 溶
液で  5 分間， 3 回洗浄した．二次抗体として  HSP72 ， HSPB5 ， mono and 
polyubiquitinylated conjugates および  GAPDH を検出するためには  horseradish 
peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-mouse IgG（Sigma-Aldrich Co.）を，HSPB1，PSMB5，
Atg1，Atg13，Beclin 1，Atg5，LC3 および  phosphorylated SQSTM1（serine403）を検
出するためには HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG（Sigma-Aldrich Co.）を  TBST 溶液
で 3,000 倍となるように希釈して用い，室温で  1 時間インキュベートした．二次抗体
反応後，TBST 溶液で 5 分間，3 回洗浄し，検出には  Chemi-Lumi One L（Nacalai Tesque, 
Inc.）あるいは  Chemi-Lumi One Super（Nacalai Tesque, Inc.）を用いて分離したタンパ
ク質を発光させ，ルミノ・イメージアナライザー（LAS3000，Fuji Photo Film Co. Ltd.，
Tokyo，Japan）により検出した．検出された  PVDF 膜上のタンパク質は，ImageJ（National 
Institutes of Health，Bethesda，MD，USA）を用いて半定量化した．  
 
1‐1‐7 26S プロテアソーム活性の測定  
 CAL ラットでは梗塞周辺部の  viable LV を，一方 Sham ラットでは LV を各 7 分間細
切 し た 後 ， 組 織 重 量 の  5 倍 量 の  assay buffer （ 20 mM Tris-HCl ， 1 mM 
ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid（EDTA），1 mM NaN3，1 mM DTT，2 mM ATP，
pH 7.5）を加え，ポッターホモジナイザー（AS ONE）でホモジナイズ（1,000 rpm，20 秒
間，5 回）した．ホモジネートを遠心分離（1,000×g，4°C，10 分間）し，その上清を再び
遠心分離（13,000×g，4°C，20 分間）した．得られた上清のタンパク質量を  Bradford 法 63) 
を用いて測定した後，タンパク質量が  20 g/well となるように assay buffer で希釈した．
次 に プ ロ テ ア ソ ー ム 蛍 光 基 質  succinyl-L-leucyl-L-leucyl-L-valyl-L-tyrosine 
4-methylcoumaryl-7-amide（Suc-LLVY-AMC; Peptide Institute, Inc.，Osaka，Japan）を 100 M 
となるように添加し，37°C で  30 分間インキュベートした後，100 mM sodium chloroacetate
を含む  acetate-buffer（30 mM sodium acetate，70 mM acetic acid，pH 4.3）で反応を停止さ
せた．遊離した  7-amino-4-methylcoumarin（AMC）を Varioskan Flash 2.4（Thermo Fisher 
Scientific, Inc.，Waltham，MA，USA）を用いて，励起波長 360 nm，蛍光波長  460 nm の
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条件で測定した．なお，Suc-LLVY-AMC を基質とする他の酵素による  AMC 遊離の影響
を排除するため，プロテアーゼ阻害剤  epoxomicin（Peptide Institute, Inc.）を 5 M で作用
させたものも同様に測定した．  
 
1‐1‐8 統計方法  
実験結果は，すべて平均値  ± 標準誤差（standard error of the mean; SEM）で表した．
統計学的検定法として，群間比較の解析および統計には  2-way ANOVA 法を用いた．
ANOVA による有意差が認められた場合，さらに多群間比較を行うため，post-hoc test 
として Scheffe 法を用いた．測定値の統計的比較には，95% の信頼度（P<0.05）をも
って有意とみなした．これら統計処理には，Stat View（ver.5.0，SAS Institute. Inc.，Tokyo，
Japan）を用いた．  
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1‐2 結果  
1‐2‐1 左冠状動脈結紮後の体重および組織重量の変化  
術後  2 週および 8 週目の  CAL ラットおよび  Sham ラットの体重および組織重量
に関するパラメーターの測定結果を  Table 1 に示す．  
術後 2 週および  8 週目の CAL 群の体重（BW）は，Sham 群のそれのそれぞれ約  
90% および 75% となった．術後 2 週および  8 週目の CAL 群の心重量体重比（heart 
weight/body weight; HW/BW）は，Sham 群のそれのそれぞれ約  125% および 150% と
なった．術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の左心室重量体重比（ left ventricular 
weight/body weight; LVW/BW）は，Sham 群のそれらと同様の値となった．術後  2 週
目の  CAL 群の中隔壁重量体重比（septal weight/body weight; SepW/BW）は，Sham 群
のそれと同様の値となった一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群のそれの約 
150% となった．術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の右心室重量体重比（ right 
ventricular weight/body weight; RVW/BW）は，Sham 群のそれのそれぞれ約  215% およ
び  300% となった．術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の肺重量体重比（ lung 
weight/body weight; LungW/BW）は，Sham 群のそれのそれぞれ約  300% および 230% 
となった．  
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Table 1 Changes in tissue-weight parameters of sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated 
(CAL) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after the operation. 
          
   2W  8W 
   Sham  CAL  Sham  CAL 
 BW (g)  250 ± 2  226 ± 2 *  326 ± 6  250 ± 5 *# 
Tissue weight          
 LVW (mg)  312 ± 4  265 ± 2 *  364 ± 7  272 ± 4 * 
 LVW/BW (mg/g)  1.25 ± 0.02  1.17 ± 0.01  1.12 ± 0.03  1.09 ± 0.02 
          
 SepW (mg)  162 ± 4  162 ± 4  186 ± 3  212 ± 9 *# 
 SepW/BW (mg/g)  0.65 ± 0.01  0.71 ± 0.02  0.57 ± 0.02  0.85 ± 0.02 *# 
          
 RVW (mg)  128 ± 3  247 ± 3 *  145 ± 2  328 ± 6 *# 
 RVW/BW (mg/g)  0.51 ± 0.01  1.09 ± 0.01 *  0.44 ± 0.01  1.31 ± 0.02 *# 
          
 HW (mg)  602 ± 8  673 ± 6 *  695 ± 9  812 ± 14 *# 
 HW/BW (mg/g)  2.41 ± 0.02  2.98 ± 0.03 *  2.14 ± 0.06  3.25 ± 0.02 *# 
          
 LungW (mg)  806 ± 13  2237 ± 91 *  897 ± 15  1592 ± 21 *# 
 LungW/BW (mg/g)  3.23 ± 0.07  9.88 ± 0.33 *  2.75 ± 0.03  6.37 ± 0.10 *# 
          
Each value represents the means ± SEM of 6 independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham 
groups. #P<0.05 vs. 2W-CAL group. 
Abbreviations: BW, body weight; LVW, left ventricular weight; SepW, septal weight; RVW, right ventricular 
weight; HW, heart weight; LungW, lung weight . 
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1‐2‐2 左冠状動脈結紮後の心機能指標の変化  
術後  2 週および 8 週目の  CAL ラットおよび  Sham ラットの心エコー法を用いた
心機能指標の測定結果を  Table 2 に示す．  
術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の  LVIDd および  LVIDs は，Sham 群のそれら
と比較して増大した．術後  2 週および 8 週目の  CAL 群の FS は，Sham 群のそれの
それぞれ約  36% および 20% となった．術後 2 週目の CAL 群の CO index は，Sham 
群のそれと同様の値となったものの，術後  8 週目の CAL 群では，Sham 群のそれの
約  75% に低下した．術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の  PAAT は，Sham 群のそ
れのそれぞれ約  70% および  53% となった．術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の  
LV E/A ratio は，Sham 群のそれのそれぞれ約  120% および 145% となった．術後 2 
週および 8 週目の CAL 群の  LV Tei index は，  Sham 群のそれのそれぞれ約  215% 
および  320% となった．RV Tei index も術後  2 週および 8 週目の  CAL 群で Sham 
群のそれと比較して上昇し，それぞれ約  230% および 320% となった．  
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Table 2 Changes in echocardiographic parameters of sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated 
(CAL) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after the operation. 
          
   2W  8W 
   Sham  CAL  Sham  CAL 
M-mode         
 LVIDd (mm)  5.58 ± 0.05  8.94 ± 0.03 *  5.82 ± 0.02  10.39 ± 0.15 *# 
 LVIDs (mm)  2.79 ± 0.03  7.33 ± 0.02 *  2.91 ± 0.02  9.36 ± 0.14 *# 
 FS (%)  50.1 ± 0.2  18.0 ± 0.2 *  50.1 ± 0.2  9.9 ± 0.2 *# 
 ESV (L)  21.7 ± 0.8  393.8 ± 3.9 *  24.5 ± 0.5  824.0 ± 38.8 *# 
 EDV (L)  174 ± 4  715 ± 6 *  198 ± 2  1127 ± 51 *# 
 EF (%)  87.5 ± 0.2  44.9 ± 0.4 *  87.6 ± 0.2  26.9 ± 0.6 *# 
          
D-mode         
 HR (bpm)  404 ± 2  407 ± 1  407 ± 1  403 ± 2 
 CO (mL/min)  108.5 ± 1.5  87.2 ± 1.4 *  132.9 ± 3.4  81.1 ± 2.3 * 
 CO index (L/min/g)  403 ± 1  404 ± 1  403 ± 1  301 ± 2 *# 
 SV (L)  269 ± 4  214 ± 3 *  326 ± 9  202 ± 5 * 
 SV index (L/g)  1.00 ± 0.01  0.99 ± 0.01  0.99 ± 0.01  0.75 ± 0.01 *# 
 PAAT (msec)  28.9 ± 0.3  20.1 ± 0.4 *  30.4 ± 0.3  16.2 ± 0.2 *# 
 LV E/A ratio  1.52 ± 0.01  1.84 ± 0.01 *  1.55 ± 0.01  2.26 ± 0.02 *# 
 LV Tei index  0.31 ± 0.01  0.67 ± 0.02 *  0.33 ± 0.01  1.05 ± 0.01 *# 
 RV Tei index  0.20 ± 0.01  0.46 ± 0.01 *  0.20 ± 0.01  0.64 ± 0.02 *# 
          
Each value represents the means ± SEM of 6 independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham 
groups. #P<0.05 vs. 2W-CAL group. 
Abbreviations: LVIDd, left ventricular internal diameter at end-diastole; LVIDs, left ventricular internal diameter  
at end-systole; FS, fractional shortening; ESV, end-systolic volume; EDV, end-diastolic volume; EF, ejection 
fraction; HR, heart rate; bpm, beats per minute; CO, cardiac output; SV, stroke volume; PAAT, pulmonary artery 
flow acceleration time; LV, left ventricular; E, early diastolic filling wave; A, atrial contraction wave; RV, right 
ventricular. 
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1‐2‐3 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP72，HSPB1 および  HSPB5 含量の変化  
 術後  2 週および  8 週目の左心室  HSP72，HSPB1 および  HSPB5 含量の変化を  
Figure 4 に示す．  
 術後 2 週目の CAL 群の生存左心室筋の  HSP72 含量は，Sham 群のそれの約 150% 
に増加した．その一方で，術後  8 週目の CAL 群では，Sham 群のそれと同様の値と
なった（Figure 4A および  B）．  
 術後  2 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  HSPB1 含量は，Sham 群のそれの約  
175% に増加した．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群のそれと同様
の値となった（Figure 4A および  C）．  
 術後  2 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  HSPB5 含量は，Sham 群のそれの約  
150% に増加した．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群のそれと同様
の値となった（Figure 4A および  D）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 Changes in left ventricular heat-shock protein (HSP) contents of sham-operated (Sham) and 
coronary artery-ligated (CAL) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after the operation.  
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of HSP72 (B), HSPB1 (C), and HSPB5 (D) in the viable 
left ventricle of Sham (open columns) and CAL rats (closed columns) at the 2nd and 8th weeks after the 
operation are shown. Each protein band of HSP72, HSPB1 or HSPB5 was normalized to its respective 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) band. Each value represents the means ± SEM of 4-6 
independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. #P<0.05 vs. 2W-CAL group. 
*
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1‐2‐4 左冠状動脈結紮後の左心室  26S プロテアソーム活性および  PSMB5 およ
びユビキチン化タンパク質含量の変化  
 術後  2 週および  8 週目の左心室  26S プロテアソーム活性および  PSMB5 および
ユビキチン化タンパク質含量の変化を Figure 5 に示す．  
 術後 2 週目の CAL 群の生存左心室筋の  26S プロテアソーム活性は，Sham 群のそ
れと同様の値となった．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群のそれの
約 80% に低下した（Figure 5A）．  
 術後 2 週および 8 週目の CAL 群の生存左心室筋の  PSMB5 含量は，Sham 群のそ
れのそれぞれ約 140% および 155% に増加した（Figure 5B および  C）．  
 術後  2 週目の CAL 群の生存左心室筋のユビキチン化タンパク質含量は，Sham 群
のそれと同様の値となった．その一方で，術後  8 週目の CAL 群では，Sham 群のそ
れの約 145% に増加した（Figure 5D および  E）．  
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Figure 5 Changes in left ventricular 26S proteasome activity and proteasome 5 subunit (PSMB5) and 
ubiquitinated protein contents of sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated (CAL) rats at the 2nd 
(2W) and 8th (8W) weeks after the operation.  
26S proteasome chymotrypsin-like activity in the viable left ventricular of Sham (open columns) and CAL rats 
(closed columns) at the 2nd and 8th weeks after the operation are shown (A). Representative immunoblots (B) 
and semi-quantification of PSMB5 (C) in the viable left ventricle of Sham and CAL rats at the 2nd and 8th weeks 
after the operation are shown. Representative immunoblots (D) and semi -quantification of ubiquitinated protein 
(E) in the viable left ventricle of Sham and CAL rats at the 2nd and 8th weeks after the operation are shown. Each 
protein band of PSMB5 or ubiquitinated protein was normalized to its respective glyceraldehyde 3 -phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) band. Each value represents the means ± SEM of 3 -4 independent experiments. 
*P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. #P<0.05 vs. 2W-CAL group.  
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1‐2‐5 左冠状動脈結紮後の左心室オートファジー関連タンパク質含量の変化  
 術後  2 週および  8 週目の左心室オートファジー関連タンパク質含量の変化を 
Figure 6 に示す．  
 術後  2 週目の CAL 群の生存左心室筋の Atg1 含量は，Sham 群のそれと同様の値
となった．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群のそれの約  60% に減
少した（Figure 6A および  B）．  
 術後 2 週目の CAL 群の生存左心室筋の  Atg13 含量は，Sham 群のそれの約 135% 
に増加したものの，術後  8 週目の CAL 群では，Sham 群のそれと同様の値まで減少
した（Figure 6A および C）．  
 術後  2 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  Beclin 1 含量は，Sham 群のそれの約 
150% に増加したものの，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群のそれと同様の値と
なった（Figure 6A および  D）．  
 術後  2 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  Atg5 含量は，Sham 群のそれの約  80% 
となったものの，有意な差はなかった．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 
群のそれの約 60% に減少した（Figure 6A および E）．  
 術後  2 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  LC3-II/LC3-I 比は，Sham 群のそれの約 
60% となったものの，有意な差はなかった．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，
Sham 群のそれの約 30% に低下した（Figure 6A および  F）．  
 術後  2 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  serine403 リン酸化  SQSTM1 含量は，
Sham 群のそれの約  175% に増加した．術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群のそれ
の約  235% に増加し，術後  2 週目の  CAL 群のそれよりも高値となった（Figure 6A お
よび  G）．  
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Figure 6 Changes in left ventricular autophagy-related protein contents of sham-operated (Sham) and 
coronary artery-ligated (CAL) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after the operation. 
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of Atg1 (B), Atg13 (C), Beclin  1 (D), Atg5 (E), 
microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3)-II (F), and phosphorylated sequestosome 1 (SQSTM1) (G) 
in the viable left ventricle of Sham (open columns) and CAL rats (closed columns) at the 2nd and 8th weeks after 
the operation are shown. Each protein band of Atg1, Atg13, Beclin  1 or Atg5 was normalized to its respective 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) band. Each protein band of LC3-II was normalized to its 
respective LC3-I band. Each protein band of p-SQSTM1 was normalized to its respective SQSTM1 band. Each 
value represents the means ± SEM of 4 independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. 
#P<0.05 vs. 2W-CAL group. 
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1‐3 考察  
 心エコー法を用いた心機能評価の結果から，心筋梗塞後 2 週目では，左心室の収縮
能の低下を示す FS および  EF の低下，拡張能の低下を示す LV E/A ratio の上昇が観
察されたものの，心ポンプ機能の指標である  CO index および SV index は Sham 群
と同程度の値が維持されていた．心筋梗塞後  2 週目では，梗塞巣の形成に伴い左心室
の収縮弛緩能が低下しているものの，組織学的指標の変化で示したように，心臓は梗
塞巣形成を免れた生存心筋の肥大などの様々な代償機構を働かせることにより，心ポ
ンプ機能（心臓が全身に血液を送り出す能力）は維持されたと考えられた．一方，心
筋梗塞後 8 週目では，左心室の収縮弛緩能がさらに低下すると同時に心ポンプ機能も
低下していた．さらに，収縮能と拡張能を統合させた総合的な心機能の指標であり，
心機能の低下で著明に上昇する  Tei index 60–62) は，心筋梗塞後 2 週目に上昇し，8 週
目ではさらに高値を示した．これらの結果から，心筋梗塞後  8 週目の心臓では，2 週
目で機能していた代償機構が破綻し，全身に十分な血液を送り出すことのできない状
態，すなわち心不全に陥ったことが示された．そこで本研究では，心筋梗塞後  2 週お
よび  8 週目のラットをそれぞれ心機能の代償期および心不全期として検討に用いた． 
 前述したように，心筋梗塞後の心臓では様々なストレスへの曝露により，タンパク
質の変性が惹起されている  64–66)．この変性タンパク質の修復を担うのが，分子シャペ
ロン活性をもつ HSP である 44,45)．その中で，本実験で着目した  HSP72，HSPB1 およ
び HSPB5 は，細胞へのストレスに応答してその発現量を増加させる  HSP で，心臓に
おいてストレス環境下での細胞機能の維持に重要な役割を果たす  67–70)．そこで，心筋
梗塞後 2 週および 8 週目の生存左心室筋での  HSP72，HSPB1 および HSPB5 含量に
ついて検討した．その結果，心筋梗塞後  2 週目ではこれらの HSP 含量が増加してい
た．このことから，これらの HSP 含量の増加が，心筋梗塞後の生存左心室筋でのタン
パク質恒常性の維持を介して心機能の代償に寄与する可能性が示された．一方，心筋
梗塞後 8 週目の生存左心室筋では，心臓が梗塞後のストレス下にあるにもかかわらず，
これらの HSP 発現が増加した状態を維持できなかった．このことから，これらの HSP 
含量の低下により修復されない変性タンパク質が細胞内に増加することが，心筋梗塞
後の心臓の代償機構を破綻させ，心不全に陥らせる一因になっていると推測された．  
 次に，HSP で修復不能なレベルに損傷されたタンパク質の分解を担うユビキチン -
プロテアソーム系の変化について検討した．まず，心筋梗塞後  2 週および  8 週目の
生存左心室筋での  26S プロテアソームの活性を測定した．その結果，心筋梗塞後  2 週
目の  26S プロテアソーム活性は維持されていたものの，8 週目のそれは低下していた．
その一方で，プロテアソーム構成因子のうちタンパク質分解酵素活性を有する  PSMB5 
の発現は，心筋梗塞後  2 週および  8 週目のいずれにおいても増加していた．しかし
ながら，ユビキチン化タンパク質含量は，26S プロテアソーム活性の低下と一致して，
心筋梗塞後  8 週目で増加していた．これらのことから，心筋梗塞後  2 週目の生存左
心室筋では，PSMB5 などのプロテアソーム構成因子の発現量を増加させることにより，
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26S プロテアソーム活性レベルを維持し，ユビキチン化タンパク質の蓄積を回避する
ことで，心機能の代償に寄与している可能性が示された．一方，心筋梗塞後  8 週目の
生存左心室筋では，PSMB5 含量は増加しているものの，26S プロテアソームとして機
能できず，ユビキチン化タンパク質が蓄積すると考えられた．  
 続いて，プロテアソームで分解し得ないユビキチン化タンパク質の処理に関与する
選択的オートファジーの変化について検討した．オートファゴソームの形成には  18 
種類のオートファジー関連タンパク質（Atg）が必須である 51)．これらは主に  5 つの
異なった機能をもつグループ，すなわちオートファジーの始動に関与する  Atg1 複合
体，隔離膜の形成に関与する  Atg9 小胞，必要な因子の隔離膜へのリクルートに関与
するオートファジー特異的ホスファチジルイノシトール  3-キナーゼ（phosphoinositide 
3-kinase; PI3K）複合体，隔離膜の伸長に関与する  Atg12 結合反応系および隔離膜の閉
塞に関与する LC3 翻訳後修飾系から成る 71)．そこで，これらの Atg のうち Atg1 複
合体の Atg1 および Atg13，PI3K 複合体の Beclin 1，Atg12 結合反応系の Atg5，LC3 
翻訳後修飾系の LC3 について，心筋梗塞後  2 週および  8 週目の生存左心室筋での含
量を測定した．その結果，オートファゴソーム形成の比較的上流に位置する  Atg1，
Atg13 および Beclin 1 含量は，心筋梗塞後  2 週目では  Sham 群のそれらよりも増加
あるいは同様のレベルを維持していたものの，8 週目ではいずれのタンパク質含量も  
2 週目のそれらよりも減少していた．その一方で，隔離膜の伸長や閉塞といった下流
に位置する  Atg5 および LC3-II 含量は，心筋梗塞後  2 週目では減少傾向を示し，8 週
目では大きく減少した．心筋梗塞発症後，梗塞を免れた生存心筋組織は肥大化および
線維化を介して心臓のポンプ機能を代償する  18–21)．心筋細胞を肥大させるためには，
細胞内構造物を増加させる必要がある  72)．これらのことから，心筋細胞肥大が進行中
の心筋梗塞後 2 週目では，オートファジーは抑制されるように下流の因子により調節
されていると考えられた．その一方で，心筋梗塞後  8 週目では，上流および下流のい
ずれの因子の含量も 2 週目のそれらより減少していたことから，オートファゴソーム
形成能の低下によりオートファジーが起こり難くなっていると考えられた．前述した
オートファジーレセプターの機能をもつ  SQSTM1 は，その  403 番目のセリン残基が
リン酸化されたものが，分解基質となる凝集タンパク質に高親和性に結合する  73)．
Serine403 リン酸化  SQSTM1 含量は，心筋梗塞後  2 週目で増加し，8 週目ではさら
に増加していた．このことから，不全心の細胞内にはオートファジーによって分解で
きていないタンパク質凝集体が異常に蓄積していると推測された．以上の結果から，
心筋梗塞後の心臓においてオートファジーは，代償期の心肥大に対しては抑制的な役
割かつ心不全への進展に対しては保護的な役割を果たしていることが示唆された．  
 これらの結果から，心筋梗塞後  2 週目では，HSP 発現の誘導，プロテアソーム活性
の維持およびオートファジーの抑制を介して心機能を代償していたものの，8 週目で
は  3 つの  PQC 経路すべてが破綻し，細胞内タンパク質恒常性を維持できなくなり，
心不全に陥ったと考えられた．   
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小括  
1. 心筋梗塞後  2 週目では，左心室の収縮能および拡張能の低下が観察されたものの，
心ポンプ機能は Sham 群と同程度の値が維持されていた．一方，心筋梗塞後  8 週
目では，左心室の収縮能および拡張能が著しく低下すると同時に心ポンプ機能が低
下した．  
 
2. 心筋梗塞後  2 週目では，心筋組織中の  HSP72，HSPB1 および  HSPB5 含量は対
応する Sham 群と比較して増加した．その一方で，心筋梗塞後 8 週目では，これ
らの  HSP 含量は対応する  Sham 群と同様のレベルとなった．  
 
3. 心筋梗塞後  2 週目では，生存左心室筋の  26S プロテアソーム活性は対応する  
Sham 群と同様のレベルに維持され，ユビキチン化タンパク質の蓄積は見られなか
った．その一方で，心筋梗塞後  8 週目では，26S プロテアソーム活性は対応する  
Sham 群と比較して低下し，ユビキチン化タンパク質の蓄積が観察された．  
 
4. 心筋梗塞後 2 週目では，オートファゴソーム形成の上流に位置する  Atg1，Atg13 
および  Beclin 1 含量は対応する  Sham 群より増加あるいは同様のレベルを維持
していたものの，下流に位置する  Atg5 および  LC3-II 含量は減少傾向を示した．
一方，心筋梗塞後 8 週目では，いずれのオートファジー関連タンパク質含量も  2 
週目より減少した．  
 
 これらの結果より，心筋梗塞後に心不全へと陥る過程での心機能低下に  3 つの 
PQC 経路の障害による細胞内タンパク質恒常性の破綻が関与する可能性が示された． 
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第二章 心筋梗塞後不全心での  HSP 発現低下メカニズムの解明  
 第一章で，心筋梗塞発症後から慢性心不全に陥る過程で，PQC が破綻していること
を示した．前述したように，HDAC6 は 3 つの  PQC 経路すべてに関与していること
が報告されている  35–39)．HDAC6 は細胞質にのみ局在しており，非ストレス条件下で
は HSP90，熱ショック転写因子  1（heat-shock transcription factor 1; HSF1） および p97 
などのタンパク質と複合体を形成している  39,74,75)．HSP90 は，HDAC6 の基質の 1 つ
であり，そのアセチル化レベルでシャペロン機能が調節されている  76)．HSP90 のクラ
イアントタンパク質の  1 つである HSF1 は，HSP の転写因子であり，HSP90 と結合
した状態では不活性な状態にある  77)．ストレス曝露により細胞内に変性タンパク質が
生成すると，HDAC6 がこの複合体から解離し，HSP90 がアセチル化される．これに
より  HSF1 も  HSP90 複合体から解離し，核へと移行することで  HSP の合成が促進
される 74,75)．p97 はユビキチンシャペロンとも呼ばれ，ユビキチン化タンパク質をプ
ロテアソームに輸送するとともに，その高次構造をほどく機能を有しており，ユビキ
チン化タンパク質のプロテアソームでの分解に関与する 78)．さらに，HDAC6 は分子
内にユビキチン結合ドメインおよび微小管上のモータータンパク質であるダイニンモ
ーター結合ドメインを有しており，ユビキチン化された凝集タンパク質を微小管に沿
って運搬することで，アグリソームの形成にも関与する  52)．本章では，PQC 経路の中
でもストレスに対して最も早期に応答する細胞防御機構である  HSP によるタンパク
質の修復に着目した．心筋梗塞後に心不全へと進展する過程での  HDAC6 の変化を把
握するとともに，その  HSP 発現への関与について検討した．  
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2‐1 実験材料・方法  
2‐1‐1 実験動物  
 1‐1‐1 と同様に実験動物を使用した．  
 
2‐1‐2 ラット心筋梗塞モデルの作製  
 1‐1‐2 と同様に作製した．  
 
2‐1‐3 Western immunoblotting 用試料溶液の調製  
 1‐1‐5 と同様に調製した．  
 
2‐1‐4 Western immunoblotting 
 1‐1‐6 と同様の方法で行った．なお，本実験では一次抗体として  rabbit monoclonal 
anti-HDAC6 抗体（D21B10，Cell Signaling Technology, Inc.，Danvers，MA，USA）を  1,000 
倍，mouse monoclonal anti--tubulin 抗体（B-5-1-2，Sigma-Aldrich Co.）を 4,000 倍，
mouse monoclonal anti-acetylated -tubulin（lysine40）抗体（6-11B-1，Sigma-Aldrich Co.）
を  20,000 倍 ， mouse monoclonal anti-HSP90 抗 体（ 68/Hsp90 ， BD Transduction 
Laboratories，Lexington，KY，USA）を  1,000 倍，rat monoclonal anti-HSF1 抗体（10H8，
StressMarq Biosciences Inc.，Victoria，BC，Canada）を  500 倍，mouse monoclonal 
anti-GAPDH 抗体（6C5，Millipore）を 10,000 倍となるように  5% Blocking One 含有 
TBST 溶液で希釈して用いた．  
 
2‐1‐5 免疫沈降法  
 免疫沈降法は Takagi らの方法 79) に準じて行った．2‐1‐3 で得られた組織ホモジ
ネートに Immunoprecipitation（IP）buffer（50 mM HEPES，150 mM NaCl，2 mM EDTA，
1% Triton X-100，10% glycerol，500 nM trichostatin A（Sigma-Aldrich Co.），protease 
inhibitor cocktail（cOmplete™ Mini EDTA-free; Roche），phosphatase inhibitor cocktail
（PhosSTOP™; Roche）， pH 7.4）を加えて可溶化した後， protein G-agarose（Life 
Technologies Co.，Carlsbad，CA，USA）への非特異的な吸着を防止するため，サンプ
ルを予め IP buffer で洗浄しておいた  protein G-agarose に加えて 4°C で 1 時間イン
キュベートした．遠心分離（10,000×g，4°C，5 分）後，上清に  mouse monoclonal 
anti-HSP90 抗体（68/Hsp90，BD Transduction Laboratories）を加え，4°C で一晩インキ
ュベートした．生成した抗原抗体複合体溶液を予め  IP buffer で洗浄しておいた 
protein G-agarose に加え，4°C で 2 時間インキュベートすることで抗原抗体複合体を  
protein G-agarose に吸着させた．遠心分離（10,000×g，4°C，1 分）後の上清を除去し，
免疫沈降物を  IP buffer で  3 回洗浄した．洗浄後，protein G-agarose に  5×sample 
buffer を 加 え て  5 分 間 煮 沸 し ， タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 し た 上 清 を  western 
immunoblotting 用の試料溶液とした．Western immunoblotting の一次抗体として  rabbit 
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polyclonal anti-acetylated HSP90（Lys294）抗体（Rockland Immunochemicals Inc.，Limerick，
PA，USA）を 500 倍となるように  Can Get Signal® Solution 1（TOYOBO Co., Ltd.，Osaka，
Japan）で希釈して用いた．二次抗体として  TidyBlot Western Blot Detection Reagent: HRP
（Bio-Rad Laboratories, Inc.，Hercules，CA，USA）を  Can Get Signal® Solution 2（TOYOBO 
Co., Ltd.）で  400 倍となるように希釈して用いた．さらに同一  PVDF 膜上の HSP90 
を検出するため，ストリッピングバッファー  for Western（APRO Science Inc.，Tokushima，
Japan）中で 15 分間室温でインキュベートし，PVDF 膜上の一次抗体および二次抗体
を除去した．その後，50% Blocking One（Nacalai Tesque, Inc.）含有 TBST 溶液を用い
て室温で 30 分間ブロッキングを行い，1,000 倍となるように 5% Blocking One 含有 
TBST 溶液で希釈した  mouse monoclonal anti-HSP90 抗体を一次抗体として用いた．1
‐1‐6 と同様の操作で acetylated HSP90 および  HSP90 の半定量を行った．  
 
2‐1‐6 免疫染色  
 摘出心臓を Langendorff 灌流装置に装着し，定流量灌流（9 mL/min）を行った．灌
流液には，37°C の 25 mM potassium chloride，50 mM sodium fluoride および 30 mM 
sodium pyrophosphate を含有する  Krebs-Henseleit bicarbonate buffer（KHB 緩衝液: 120 
mM NaCl，4.8 mM KCl，1.2 mM KH2PO4，1.2 mM MgSO4，1.25 mM CaCl2，25 mM NaHCO3，
11 mM glucose）を用い，組織内の血液を除去した．なお，灌流液は  95% O2 ＋ 5% CO2 
混合ガスを予め通気させることで酸素化すると同時に  pH を 7.4 に維持した．  
 次に  4% paraformaldehyde（PFA），50 mM sodium fluoride および  30 mM sodium 
pyrophosphate を含有する  0.1 M phosphate-buffer（PFA 溶液，pH 7.4，4°C）で灌流固
定（9 mL/min）した．灌流固定後，速やかに灌流心を Langendorff 灌流装置から取り
外し，PFA 溶液（4°C）中に一晩浸漬することによりさらに組織固定を行った（後固定）．
固定後，30% sucrose 含有  0.1 M phosphate-buffer に組織を一晩浸漬した後，水溶性包
埋剤である  Neg-50™（Thermo Fisher Scientific, Inc.）を用いて，液体窒素で  10 分間か
けて凍結し，凍結ブロックを作製した．  
 この凍結ブロックからクリオスタット（Microm HM550，Thermo Fisher Scientific, Inc.）
を用い，10 m の薄切切片を作製した．作製した薄切切片は  MAS-coating micro slide 
glass（Matsunami Glass Ind. Ltd.，Osaka，Japan）に貼り付け  10 分間風乾した．薄切切
片を  0.1 M phosphate-buffered saline（PBS）中に浸漬し，室温で  30 分間洗浄した．そ
の後  1% Triton X-100 含有  PBS で  30 分間浸透化し，50% Blocking One Histo（Nacalai 
Tesque, Inc.）含有 PBS で 30 分間ブロッキング（室温）を行った．その後，免疫蛍光
二重染色を行った．一次抗体として rabbit polyclonal anti-HSF1 抗体（Enzo Life Sciences, 
Inc.）を  5% Blocking One Histo 含有 PBS で 100 倍に希釈し，4°C で組織切片と一晩
反応させた．反応終了後，5% Blocking One Histo 含有 PBS で洗浄し，二次抗体とし
て Cy3-conjugated goat anti-rabbit IgG 抗体（GE Healthcare UK Ltd.，Little Chalfont，UK）
を PBS で 100 倍に希釈し，室温で組織切片と  1 時間反応させ，蛍光色素標識を行っ
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た．続いて，二重染色するための一次抗体として  mouse monoclonal anti--actinin 抗体
（EA-53，Sigma-Aldrich Co.）を  5% Blocking One Histo 含有 PBS で 100 倍に希釈し，
4°C で組織切片と一晩反応させた．反応終了後，5% Blocking One Histo 含有 PBS で洗
浄し，二次抗体として  fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated horse anti-mouse IgG 
抗体（Vector Laboratories, Inc.，Burlingame，CA，USA）を PBS で  100 倍に希釈し，
室温で組織切片と  1 時間反応させることにより  2 番目の蛍光色素標識を行った．各
染色には 300 nM 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride（DAPI; Life Technologies 
Co.）を用いた．多重染色操作終了後，PBS で洗浄し，組織切片を  Dako Fluorescence 
Mounting Medium（Agilent Technologies, Ltd.，Santa Clara，CA，USA）で封入し，落射
式蛍光顕微鏡（BX-52; Olympus，Tokyo，Japan）にて組織切片の観察を行った．  
 
2‐1‐7 統計方法  
 1‐1‐8 と同様に統計処理を行った．  
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2‐2 結果  
2‐2‐1 左冠状動脈結紮後の左心室  HDAC6 含量および脱アセチル化酵素活性の変
化  
 術後  2 週および  8 週目の左心室 HDAC6 含量および脱アセチル化酵素活性の変化
を Figure 7 に示す．  
 術後  2 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  HDAC6 含量は，Sham 群のそれの約 
160% に増加した．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群のそれと同様
の値となった（Figure 7A および  B）．  
 HDAC6 の脱アセチル化酵素活性は，その主要な基質である  -tubulin のアセチル化
状態の変化により評価した  80,81)．生存左心室筋の  -tubulin のアセチル化レベルは，
術後  2 週目の  CAL 群で  Sham 群の約 265% に上昇した．その一方で，術後 8 週目
の  CAL 群では，Sham 群のそれと同様の値となった（Figure 7C および  D）．すなわ
ち，CAL 群の HDAC6 の脱アセチル化酵素活性は，術後  2 週目から 8 週目にかけて
著しく上昇することが示された．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7  Changes in left ventricular histone deacetylase 6 (HDAC6) content and its activity of 
sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated (CAL) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after 
the operation. 
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of HDAC6 (B) in the viable left ventricle of Sham 
(open columns) and CAL rats (closed columns) at the 2nd and 8th weeks after the operation are shown. Each 
protein band of HDAC6 was normalized to its respective glyceraldehyde 3 -phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
band. Representative immunoblots (C) and semi-quantification of acetylated -tubulin (D) in the viable left 
ventricle of Sham and CAL rats at the 2nd and 8th weeks after the operation are shown. Each protein band of 
acetylated -tubulin was normalized to its respective -tubulin band. Each value represents the means ± SEM of 
4-6 independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. #P<0.05 vs. 2W-CAL group. 
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2‐2‐2 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP90 および  HSF1 含量の変化  
 術後  2 週および  8 週目の左心室  HSP90 および  HSF1 含量の変化を  Figure 8 に
示す．  
 術後 2 週および 8 週目の CAL 群の生存左心室筋の  HSP90 含量は，Sham 群のそ
れのそれぞれ約 220% および 235% に増加した（Figure 8A および  B）．  
 術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  HSF1 含量は，いずれも  
Sham 群のそれの約 140% に増加した（Figure 8A および C）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 Changes in left ventricular heat-shock protein 90 (HSP90) and heat-shock transcription factor 1 
(HSF1) contents of sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated (CAL) rats at the 2nd (2W) and 8th 
(8W) weeks after the operation.  
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of HSP90 (B) and HSF1 (C) in the viable left ventricle 
of Sham (open columns) and CAL rats (closed columns) at the 2nd and 8th weeks after the operation are shown. 
Each protein band of HSP90 or HSF1 was normalized to its respective glyceraldehyde 3 -phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) band. Each value represents the means ± SEM of 4 independent experiments. * P<0.05 
vs. the corresponding Sham groups.  
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2‐2‐3 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP90 のアセチル化レベルの変化  
 術後 2 週および 8 週目の左心室 HSP90 のアセチル化レベルの変化を  Figure 9 に
示す．  
 術後  2 週目の  CAL 群の生存左心室筋の  HSP90 のアセチル化レベルは，Sham 群
のそれの約  125% に上昇した．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群の
それの約 50% に低下した（Figure 9A および B）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 Changes in left ventricular acetylation level of HSP90 in sham-operated (Sham) and coronary 
artery-ligated (CAL) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after the operation.  
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of the ratio of acetylated HSP90 to immunoprecipitated 
HSP90 (B) in the viable left ventricle of Sham (open columns) and CAL rats (closed columns) at the 2nd and 8th 
weeks after the operation are shown. Each value represents the means ± SEM of 3 independent experiments. 
*P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. #P<0.05 vs. 2W-CAL group. 
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2‐2‐4 左冠状動脈結紮後の左心室  HSF1 の細胞内局在の変化  
 術後  2 週および  8 週目の左室心筋組織の  HSF1，-actinin および核の三重染色像
を Figure 10 に示す．  
 術後  2 週および  8 週目の  Sham 群では，HSF1 の染色像が  -actinin 陽性細胞，
すなわち心筋細胞内全体で観察された．術後  2 週目の CAL 群では，図中矢頭で示す
ように  HSF1 の心筋細胞の核への集積が観察された．しかしながら，術後  8 週目の 
CAL 群では，HSF1 の心筋細胞核への集積は観察されなかった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 Immunohistochemical analysis of subcellular localization of heat-shock transcription factor 1 
(HSF1) in sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated (CAL) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) 
weeks after the operation.  
Representative immunofluorescence photomicrographs of subcellular localization of HSF1 in the viable left 
ventricle of Sham and CAL rats at the 2nd and 8th weeks after the operation are shown. Heart tissue sections 
were stained with HSF1 antibody, -actinin antibody, and 4’,6-diamidino-2-phenylinodole (DAPI). HSF1 is 
identified by the red fluorescence; and -actinin-positive cardiomyocytes, by the green fluorescence. Nuclei are 
identified by the blue fluorescence of DAPI. Arrowheads indicate nuclear localization of HSF 1. The scale bar 
represents 20 m.  
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2‐3 考察  
 まず，心筋梗塞発症後に慢性心不全に陥る過程での  HDAC6 の変化について把握す
るため，心筋梗塞後 2 週および  8 週目の生存左心室筋での  HDAC6 含量および活性
を測定した．HDAC6 含量は，心筋梗塞後 2 週目では増加していたものの，8 週目で
は  Sham 群と同様のレベルまで減少していた．その一方で，HDAC6 脱アセチル化酵
素活性の指標となる  -tubulin のアセチル化レベル  80,81) は，心筋梗塞後  2 週目で上
昇していたものの，8 週目では  Sham 群と同様のレベルまで低下していた．心筋梗塞
後  2 週目から  8 週目にかけて  HDAC6 含量は減少しているのもかかわらず，
-tubulin のアセチル化レベルは低下していることから，心筋梗塞後の代償期から心不
全期にかけて HDAC6 の脱アセチル化酵素活性が著しく上昇していることが示された． 
 前述したように，HDAC6 は  HSP90 のアセチル化レベルを制御することで，HSF1 
を介する  HSP の合成を調節している  74–76)．心筋梗塞後不全心での  HSP 発現低下の
機序に  HDAC6 による  HSP90 の脱アセチル化および  HSF1 の細胞内局在の変化が
関与しているのではないかと推測し，まず心筋梗塞後の  2 週および  8 週目の生存左
心室筋での  HSP90 および  HSF1 含量の変化について検討した．HSP90 含量および  
HSF1 含量は，心筋梗塞後の心臓でそれぞれ約 2 倍および  1.4 倍に増加していたもの
の，2 週目と  8 週目の間でこれらの含量に経時的な変化はなかった．次に，HSP90 の
アセチル化レベルの変化について検討した．抗  HSP90 抗体による免疫沈降物中のア
セチル化 HSP90 含量は，心筋梗塞後  2 週目では増加していたものの，8 週目ではそ
の半分以下まで減少していた．さらに心筋細胞内の  HSF1 の局在変化について検討す
るために，HSF1，-actinin および核の三重染色を行ったところ，心筋梗塞後  2 週目
の生存左心室筋では HSF1 の核への集積が観察された．その一方で，心筋梗塞後  8 週
目の心臓では HSF1 の核への集積は観察されなかった．これらの結果から，心機能が
代償されている心筋梗塞後  2 週目の生存左心室筋では，心筋梗塞後のストレスで生じ
た変性タンパク質により  HDAC6 が HSP90 複合体から解離し，HSP90 のアセチル化
レベルが上昇する可能性が示された．この  HSP90 のアセチル化によって  HSF1 が  
HSP90 から解離し，核へと移行できるようになったことで，HSP の発現量が増加した
と考えられた．その一方で，代償機構が破綻し，心不全に陥った心筋梗塞後  8 週目の
生存左心室筋では，HDAC6 活性の上昇を介して  HSP90 の脱アセチル化が亢進してお
り，HSF1 の HSP90 複合体からの解離とそれに続く HSP 合成が低下していることが
示唆された．  
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小括  
1. 心筋梗塞後  2 週目では，心筋組織中の  HDAC6 含量が対応する Sham 群より増加
したものの，-tubulin のアセチル化レベルも上昇した．心筋梗塞後  8 週目では，
HDAC6 含量および  -tubulin のアセチル化レベルはいずれも対応する  Sham 群
と同様のレベルとなり，心筋梗塞後  2 週目から  8 週目にかけて  HDAC6 の脱ア
セチル化酵素活性は著しく上昇していた．  
 
2. 心筋梗塞後  2 週目と  8 週目で HSP90 含量に変化は見られなかった．その一方で，
HSP90 のアセチル化レベルは，心筋梗塞後  2 週目では対応する  Sham 群と比較
して上昇したものの，心筋梗塞後  8 週目では著しく低下していた．  
 
3. 心筋梗塞後  2 週目と  8 週目で  HSP の転写因子である  HSF1 含量に変化は見ら
れなかった．その一方で，HSF1 の細胞内局在は，心筋梗塞後  2 週目では核への
移行が観察されたものの，心筋梗塞後  8 週目の不全心では核への集積が観察され
なかった．  
 
 これらの結果より，心筋梗塞後不全心での  HSP 発現の低下に，HDAC6 の脱アセチ
ル化酵素活性の上昇による  HSP90 脱アセチル化の亢進とそれに伴う  HSF1 の  
HSP90 複合体からの解離および核への移行の低下が関与している可能性が示された．  
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第三章 心筋梗塞後不全心での  HSP 発現低下への  HDAC 阻害薬  suberoylanilide 
hydroxamic acid 投与の効果  
 第一章で，心筋梗塞後不全心では，ストレス下にもかかわらず  HSP 発現が亢進した
状態を維持できず，細胞内タンパク質恒常性が破綻することが，慢性心不全への移行
の一因となっていると推測された．第二章では，この心筋梗塞後不全心での  HSP 発現
の低下に，代償期から心不全期にかけての  HDAC6 の脱アセチル化酵素活性の上昇が
関与している可能性を示した．この HDAC6 活性の上昇を抑制することで，HSP 発現
の低下を改善できるのではないかと推測し，本章では心筋梗塞後の心筋での細胞内タ
ンパク質恒常性が保たれている代償期からの  HDAC6 活性阻害の効果について検討し
た．  
 HDAC 阻害薬は，その化学構造によりヒドロキサム酸，環状ペプチド，ベンズアミ
ドおよび短鎖脂肪酸の  4 つのグループに分類され，様々な阻害スペクトルおよび作用
強度を発揮するものが存在する  34)．現在，治療薬として承認されている  HDAC 阻害
薬は，すべて複数の HDAC を同時に標的とする  pan-HDAC 阻害薬である．近年，特
定のクラスあるいはアイソフォームに選択的な  HDAC 阻害薬の開発が進められてい
る．HDAC6 に選択的な阻害薬もいくつか開発されているものの，それらの長期的かつ
持続的な投与の安全性は確認されていない．そこで本実験では，pan-HDAC 阻害薬の
中でも  HDAC6 を比較的優先的に強く阻害することが報告されている  suberoylanilide 
hydroxamic acid（SAHA）を使用した 82,83)．  
 本章では，SAHA の投与による  HDAC6 阻害が，心筋梗塞後不全心での  HSP 発現
および心機能の低下に及ぼす効果について検討した．  
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3‐1 実験材料・方法  
3‐1‐1 実験動物  
 1‐1‐1 と同様に実験動物を使用した．  
 
3‐1‐2 ラット心筋梗塞モデルの作製  
 1‐1‐2 と同様に作製した．  
 
3‐1‐3 被験薬の投与計画および実験群  
 HDAC 阻害薬である  suberoylanilide hydroxamic acid（SAHA; Cayman Chemical，Ann 
Arbor，MI，USA）を術後  2 週目から 8 週目までの  6 週間，CAL ラットあるいは Sham 
ラットに  1 日  1 回経口投与した． SAHA は  0.5% Tween 80 を含む  1% sodium 
carboxymethyl cellulose（CMC-Na）溶液中に  6.25 mg/mL の濃度に懸濁して用いた．
SAHA の投与量は 50 mg/kg/day とした．なお，SAHA の代わりに  0.5% Tween 80 を
含む  1% CMC-Na 溶液を投与した群を  Vehicle 群とした．  
 
Figure 12 Chemical structure of suberoylanilide hydroxamic acid 
 
 ・偽手術群：Sham 群  
 ・偽手術動物に  vehicle を投与した実験群：Sham-Vehicle 群  
 ・偽手術動物に  SAHA を投与した実験群：Sham-SAHA 群  
 ・左冠状動脈結紮群：CAL 群  
 ・左冠状動脈結紮動物に  vehicle を投与した実験群：CAL-Vehicle 群  
 ・左冠状動脈結紮動物に  SAHA を投与した実験群：CAL-SAHA 群  
 
3‐1‐4 心エコー法による心機能の測定  
 1‐1‐3 と同様に測定した．  
 
3‐1‐5 心臓および肺の組織重量の測定  
 1‐1‐4 と同様に測定した．  
 
3‐1‐6 Western immunoblotting 用試料溶液の調製  
 1‐1‐5 と同様に調製した．  
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3‐1‐7 Western immunoblotting 
1‐1‐6 と同様の方法で行った．なお，本実験では一次抗体として  rabbit monoclonal 
anti-HDAC6 抗体（D21B10，Cell Signaling Technology, Inc.）を  1,000 倍，mouse 
monoclonal anti--tubulin 抗体（ B-5-1-2， Sigma-Aldrich Co.）を  4,000 倍，mouse 
monoclonal anti-acetylated -tubulin 抗体（6-11B-1，Sigma-Aldrich Co.）を 20,000 倍，
mouse monoclonal anti-HSP90 抗体（68/Hsp90，BD Transduction Laboratories）を 1,000 倍，
rat monoclonal anti-HSF1 抗体（10H8，StressMarq Biosciences Inc.）を 500 倍，mouse 
monoclonal anti-HSP72 抗体（W27，Calbiochem）を 2,000 倍，rabbit polyclonal anti-HSPB1 
抗体（ Enzo Life Sciences, Inc.）を  2,000 倍，mouse monoclonal anti-HSPB5 抗体
（1B6.1-3G4，Enzo Life Sciences, Inc.）を 3,000 倍，mouse monoclonal anti-mono and 
polyubiquitinylated conjugates 抗体（FK2，Enzo Life Sciences, Inc.）を 500 倍，mouse 
monoclonal anti-GAPDH 抗体（6C5，Millipore）を 10,000 倍となるように 5% Blocking 
One 含有 TBST 溶液で希釈して用いた．  
 
3‐1‐8 免疫沈降法  
 2‐1‐5 と同様に行った．  
 
3‐1‐9 免疫染色  
 2‐1‐6 と同様に行った．  
 
3‐1‐10 統計方法  
 1‐1‐8 と同様に統計処理を行った．  
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3‐2 結果  
3‐2‐1 左冠状動脈結紮後の左心室  HDAC6 含量および脱アセチル化酵素活性の変
化に及ぼす  suberoylanilide hydroxamic acid 投与の効果  
 左冠状動脈結紮後の左心室  HDAC6 含量および脱アセチル化酵素活性の変化に及ぼ
す SAHA 投与の効果を Figure 13 に示す．  
 術後  8 週目の  Sham-SAHA 群および  CAL-SAHA 群の生存左心室筋の  HDAC6 含
量は，Sham-Vehicle 群および CAL-Vehicle 群のそれのそれぞれ約  140% および 150% 
に増加した（Figure 13A および B）．  
 術後  8 週目の CAL-SAHA 群の生存左心室筋の  -tubulin のアセチル化レベルは，
CAL-Vehicle 群のそれの約  280% に上昇し，SAHA の投与により HDAC6 の脱アセチ
ル化酵素活性が阻害された．Sham-SAHA 群では，Sham-Vehicle 群のそれの約 130% と
なった（Figure 13C および  D）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13 Effects of suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) treatment on changes in left ventricular 
histone deacetylase 6 (HDAC6) content and its activity of sham-operated (Sham) and coronary 
artery-ligated (CAL) rats at the 8th week (8W) after the operation.  
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of HDAC6 (B) in the viable left ventricle of Sham 
(open columns) and CAL rats (closed columns) with  and without SAHA treatment at the 8th week after the 
operation are shown. Each protein band of HDAC6 was normalized to its respective glyceraldehyde 3 -phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) band. Representative immunoblots (C) and semi-quantification of acetylated -tubulin 
(D) in the viable left ventricle of Sham and CAL rats with and without SAHA treatment at the 8th week after the 
operation are shown. Each protein band of acetylated -tubulin was normalized to its respective -tubulin band. 
Each value represents the means ± SEM of 4 independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham 
groups. #P<0.05 vs. CAL-Vehicle group. †P<0.05 vs. Sham-Vehicle group.  
HDAC6
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Acetylated
-Tubulin
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D
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3‐ 2‐ 2 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP90 および  HSF1 含量の変化に及ぼす  
suberoylanilide hydroxamic acid 投与の効果  
 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP90 および  HSF1 含量の変化に及ぼす  SAHA 投与
の効果を Figure 14 に示す．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群および  CAL-SAHA 群の生存左心室筋の  HSP90 含
量は，Sham-Vehicle 群および Sham-SAHA 群のそれのそれぞれ約  235% および 200% 
に増加した（Figure 14A および B）．  
 術後  8 週目の CAL-Vehicle 群および  CAL-SAHA 群の生存左心室筋の  HSF1 含量
は，Sham-Vehicle 群および  Sham-SAHA 群のそれのそれぞれ約  140% および  150% 
に増加した（Figure 14A および C）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14 Effects of suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) treatment on changes in left ventricular 
heat-shock protein 90 (HSP90) and heat-shock transcription factor 1 (HSF1) contents of sham-operated 
(Sham) and coronary artery-ligated (CAL) rats at the 8th week (8W) after the operation.  
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of HSP90 (B) and HSF1 (C) in the viable left ventricle 
of Sham (open columns) and CAL rats (closed columns) with and without SAHA treatment at the 8th week after 
the operation are shown. Each protein band of HSP90 or HSF1 was normalized to its respective glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) band. Each value represents the means ± SEM of 4 independent 
experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups.  
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3‐2‐3 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP90 のアセチル化レベルの変化に及ぼす  
suberoylanilide hydroxamic acid 投与の効果  
 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP90 のアセチル化レベルの変化に及ぼす  SAHA 投
与の効果を  Figure 15 に示す．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の生存左心室筋の HSP90 のアセチル化レベルは，
Sham-Vehicle 群のそれの約  50% に低下した．CAL-SAHA 群の  HSP90 のアセチル化
レベルは，CAL-Vehicle 群のそれの約  225% となった（Figure 15A および B）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 Effects of suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) treatment on changes in left ventricular 
acetylation level of HSP90 in sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated (CAL) rats at the 8th 
week (8W) after the operation.  
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of the ratio of acetylated HSP90 to immunoprecipitated 
HSP90 (B) in the viable left ventricle of Sham (open columns) and CAL rats (closed columns) with and without 
SAHA treatment at the 8th week after the operation are shown. Each value represen ts the means ± SEM of 3 
independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. #P<0.05 vs. CAL-Vehicle group. 
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3‐ 2‐ 4  左冠状動脈結紮後の左心室  HSF1 の細胞内局在の変化に及ぼす  
suberoylanilide hydroxamic acid 投与の効果  
 Vehicle あるいは  SAHA の投与を行った術後  8 週目のラットの左室心筋組織の  
HSF1，-actinin および核の三重染色像を  Figure 16 に示す．  
 術後  8 週目の  Sham-Vehicle 群では，HSF1 の染色像が心筋細胞の指標となる  
-actinin 陽性細胞で観察された．CAL-Vehicle 群でも同様に HSF1 の染色像が心筋細
胞内全体で観察されたものの，心筋細胞核への集積は観察されなかった．その一方で，
CAL-SAHA 群では，図中矢頭で示すように  -actinin が陽性となる心筋細胞内の核に  
HSF1 の集積が観察された．Sham-SAHA 群でも一部の心筋細胞で核への  HSF1 の集
積が観察された．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16 Effects of suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) treatment on changes in left ventricular 
subcellular localization of heat-shock transcription factor 1 (HSF1) in sham-operated (Sham) and coronary 
artery-ligated (CAL) rats at the 8th week (8W) after the operation.  
Representative immunofluorescence photomicrographs of subcellular localization of HSF1 in the viable left 
ventricle of Sham and CAL rats with and without SAHA treatment at the 8th  week after the operation are shown. 
Heart tissue sections were stained with HSF1 antibody, -actinin antibody, and 4’,6-diamidino-2-phenylinodole 
(DAPI). HSF1 is identified by the red fluorescence; and -actinin-positive cardiomyocytes, by the green 
fluorescence. Nuclei are identified by the blue fluorescence of DAPI. Arrowheads indicate nuclear localization of 
HSF1. The scale bar represents 20 m.  
HSF1 -Actinin DAPI Merge
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CAL-
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20 m
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3‐2‐5 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP72，HSPB1 および  HSPB5 含量の変化に及
ぼす  suberoylanilide hydroxamic acid 投与の効果  
 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP72，HSPB1 および  HSPB5 含量の変化に及ぼす  
SAHA 投与の効果を Figure 17 に示す．  
 術後 8 週目の CAL-Vehicle 群の生存左心室筋の  HSP72 含量は，Sham-Vehicle 群の
それと同様の値となった．その一方で，CAL-SAHA 群の HSP72 含量は，Sham-SAHA 
群のそれの約  155% となり，この  CAL-SAHA 群の値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  
250% であった．Sham-SAHA 群の  HSP72 含量も  Sham-Vehicle 群のそれの約  190% 
となった（Figure 17A および B）．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の生存左心室筋の  HSPB1 含量は，Sham-Vehicle 群
のそれと同様の値となった．その一方で，CAL-SAHA 群の HSPB1 含量は，Sham-SAHA 
群のそれの約  185% となり，この  CAL-SAHA 群の値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  
170% であった（Figure 17A および C）．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の生存左心室筋の  HSPB5 含量は，Sham-Vehicle 群
のそれと同様の値となった．その一方で，CAL-SAHA 群の HSPB5 含量は，Sham-SAHA 
群のそれの約 135% となった（Figure 17A および  D）．  
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Figure 17 Effects of suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) treatment on changes in left ventricular 
heat-shock protein (HSP) contents of sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated (CAL) rats at the 
8th week (8W) after the operation.  
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of HSP72 (B), HSPB1 (C), and HSPB5 (D) in the viable 
left ventricle of Sham (open columns) and CAL rats (closed columns) with and without SAHA treatment at the 
8th week after the operation are shown. Each protein band of HSP72, HSPB1 or HSPB5 was normalized to its 
respective glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) band. Each value represents the means ± SEM 
of 4 independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. #P<0.05 vs. CAL-Vehicle group. 
†P<0.05 vs. Sham-Vehicle group. 
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3‐2‐6 左冠状動脈結紮後の左心室ユビキチン化タンパク質含量の変化に及ぼす  
suberoylanilide hydroxamic acid 投与の効果  
 左冠状動脈結紮後の左心室ユビキチン化タンパク質含量の変化に及ぼす  SAHA 投
与の効果を  Figure 18 に示す．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の生存左心室筋のユビキチン化タンパク質含量は，
Sham-Vehicle 群のそれの約  135% に増加した．CAL-SAHA 群のユビキチン化タンパ
ク質含量は，CAL-Vehicle 群のそれの約 85% となり，ユビキチン化タンパク質の蓄積
は軽減された（Figure 18A および B）．  
 
 
 
Figure 18 Effects of suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) treatment on changes in left ventricular 
ubiquitinated protein content of sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated (CAL) rats at the 8th 
week (8W) after the operation.  
Representative immunoblots (A) and semi-quantification of ubiquitinated protein (B) in the viable left ventricle 
of Sham and CAL rats with and without SAHA treatment at the 8th week after the operation are shown. Each 
protein band of ubiquitinated protein was normalized to its respective glyceraldehyde 3 -phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) band. Each value represents the means ± SEM of 4 independent experiments. * P<0.05 
vs. the corresponding Sham groups. 
  
B
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3‐2‐7 左冠状動脈結紮後の体重および組織重量の変化に及ぼす  suberoylanilide 
hydroxamic acid 投与の効果  
 左冠状動脈結紮後の体重および組織重量の変化に及ぼす  SAHA 投与の効果を  
Table 3 に示す．  
 術後 8 週目の CAL-Vehicle 群の BW は，Sham-Vehicle 群のそれの約  73% であっ
た．CAL-SAHA 群の  BW は， Sham-SAHA 群のそれの約  86% であった．この  
CAL-SAHA 群の BW 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  112% の高値となった．  
 術後 8 週目の CAL-Vehicle 群の HW/BW は，Sham-Vehicle 群のそれの約 155% に
上昇した．CAL-SAHA 群の  HW/BW は，Sham-SAHA 群のそれの約  130% となり，
この  CAL-SAHA 群の  HW/BW 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  88% の低値となっ
た．  
 術後 8 週目の CAL-Vehicle 群および  CAL-SAHA 群の LVW/BW は，Sham-Vehicle 
群および Sham-SAHA 群のそれらと同様の値となった．CAL-SAHA 群の  LVW/BW 値
は，CAL-Vehicle 群のそれと比較して差はなかった．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  SepW/BW は，Sham-Vehicle 群のそれの約  170% 
に上昇した．CAL-SAHA 群の  SepW/BW は，Sham-SAHA 群のそれの約  130% となり，
この  CAL-SAHA 群の  SepW/BW 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  80% の低値とな
った．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  RVW/BW は，Sham-Vehicle 群のそれの約  290% 
に上昇した．CAL-SAHA 群の  RVW/BW は，Sham-SAHA 群のそれの約  235% となり，
この  CAL-SAHA 群の  RVW/BW 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約 82% の低値となっ
た．  
 術後 8 週目の CAL-Vehicle 群の LungW/BW は，Sham-Vehicle 群のそれの約  225% 
となった．CAL-SAHA 群の LungW/BW は，Sham-SAHA 群のそれの約  255% に上昇
し，この  CAL-SAHA 群の  LungW/BW 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  115% の高
値となった．  
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Table 3 Changes in tissue-weight parameters of sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated 
(CAL) rats with and without suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) treatment at the 8 th week (8W) 
after the operation. 
          
   8W 
   Vehicle  SAHA 
   Sham  CAL  Sham  CAL 
 BW (g)  326 ± 9  238 ± 5 *  310 ± 11  266 ± 4 *# 
Tissue weight         
 LVW (mg)  381 ± 9  257 ± 7 *  380 ± 18  291 ± 15 * 
 LVW/BW (mg/g)  1.17 ± 0.02  1.08 ± 0.02  1.22 ± 0.02  1.09 ± 0.05 
          
 SepW (mg)  178 ± 2  221 ± 9 *  180 ± 4  199 ± 7 
 SepW/BW (mg/g)  0.55 ± 0.02  0.93 ± 0.03 *  0.58 ± 0.01  0.75 ± 0.03 *# 
          
 RVW (mg)  152 ± 4  327 ± 22 *  150 ± 4  302 ± 15 * 
 RVW/BW (mg/g)  0.47 ± 0.02  1.37 ± 0.07 *  0.48 ± 0.01  1.13 ± 0.05 *# 
          
 HW (mg)  711 ± 7  805 ± 31 *  709 ± 25  791 ± 25 
 HW/BW (mg/g)  2.18 ± 0.03  3.38 ± 0.06 *  2.29 ± 0.01  2.97 ± 0.07 *# 
          
 LungW (mg)  894 ± 12  1482 ± 51 *  875 ± 38  1902 ± 80 *# 
 LungW/BW (mg/g)  2.74 ± 0.04  6.23 ± 0.11 *  2.82 ± 0.04  7.14 ± 0.24 *# 
          
Each value represents the means ± SEM of 4-6 independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham 
groups. #P<0.05 vs. CAL-Vehicle group. 
Abbreviations: BW, body weight; LVW, left ventricular weight; SepW, septal weight; RVW, right ventricular 
weight; HW, heart weight; LungW, lung weight . 
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3‐2‐8 左冠状動脈結紮後の心機能指標の変化に及ぼす  suberoylanilide hydroxamic 
acid 投与の効果  
 左冠状動脈結紮後の心機能指標の変化に及ぼす  SAHA 投与の効果を  Table 4 に示
す．  
 術後 8 週目の CAL-Vehicle 群の LVIDd および  LVIDs は，Sham-Vehicle 群のそれ
らのそれぞれ約 176% および 335%，CAL-SAHA 群のそれらは Sham-SAHA 群のそれ
らのそれぞれ約 173% および 300% の高値となった．CAL-SAHA 群のこれらの値は，
CAL-Vehicle 群のそれらのそれぞれ約  95% および 88% の低値となった．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  FS は，Sham-Vehicle 群のそれの約  19% に低下
した． CAL-SAHA 群の  FS は， Sham-SAHA 群のそれの約  32% となり，この 
CAL-SAHA 群の FS 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  170% の高値となった．  
 術後 8 週目の CAL-Vehicle 群の CO index は，Sham-Vehicle 群のそれの約 75% に
低下した．一方，CAL-SAHA 群の CO index は，Sham-SAHA 群のそれと同程度の値
となった．この CAL-SAHA 群の CO index 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  135% の
高値となった．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  PAAT は，Sham-Vehicle 群のそれの約  53% に低
下した．CAL-SAHA 群の  PAAT は，Sham-SAHA 群のそれの約  68% となり，この 
CAL-SAHA 群の PAAT 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  126% の高値となった．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  LV E/A ratio は，Sham-Vehicle 群のそれの約  
145% に上昇した．一方，CAL-SAHA 群の  LV E/A ratio は，Sham-SAHA 群のそれと
同程度の値となった．この  CAL-SAHA 群の  LV E/A ratio は，CAL-Vehicle 群のそれ
の約  70% であった．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  LV Tei index は，Sham-Vehicle 群のそれの約  
360% に上昇した．CAL-SAHA 群の LV Tei index は，Sham-SAHA 群のそれの約  200% 
となり，この  CAL-SAHA 群の LV Tei index 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  57% で
あった．  
 術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  RV Tei index は，Sham-Vehicle 群のそれの約  
276% に上昇した．CAL-SAHA 群の RV Tei index は，Sham-SAHA 群のそれの約 200% 
となり，この CAL-SAHA 群の RV Tei index 値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  70% で
あった．  
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Table 4 Changes in echocardiographic parameters of sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated 
(CAL) rats with and without suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) treatment at the 8th week (8W) 
after the operation. 
          
   8W 
   Vehicle  SAHA 
   Sham  CAL  Sham  CAL 
M-mode         
 LVIDd (mm)  5.78 ± 0.04  10.19 ± 0.07 *  5.59 ± 0.06  9.67 ± 0.12 *# 
 LVIDs (mm)  2.74 ± 0.02  9.16 ± 0.09 *  2.65 ± 0.05  8.05 ± 0.11 *# 
 FS (%)  52.5 ± 0.1  10.0 ± 0.2 *  52.3 ± 0.5  16.8 ± 0.3 *# 
 ESV (L)  20.6 ± 0.5  770.9 ± 21.5 *  18.8 ± 1.1  522.5 ± 20.5 *# 
 EDV (L)  194 ± 4  1059 ± 23 *  175 ± 5  905 ± 32 *# 
 EF (%)  89.4 ± 0.1  27.3 ± 0.6 *  89.3 ± 0.3  42.3 ± 0.6 *# 
          
D-mode         
 HR (bpm)  407 ± 3  402 ± 1  411 ± 4  400 ± 2 
 CO (mL/min)  139.9 ± 2.3  73.9 ± 3.0 *  131.2 ± 2.9  113.0 ± 1.6 *# 
 CO index (L/min/g)  404 ± 1  302 ± 1 *  406 ± 2  403 ± 3 # 
 SV (L)  344 ± 7  184 ± 7 *  320 ± 8  282 ± 5 *# 
 SV index (L/g)  0.99 ± 0.01  0.75 ± 0.01 *  0.99 ± 0.01  1.01 ± 0.01 # 
 PAAT (msec)  29.9 ± 0.6  16.0 ± 0.1 *  29.9 ± 0.7  20.2 ± 0.2 *# 
 LV E/A ratio  1.53 ± 0.01  2.22 ± 0.04 *  1.53 ± 0.01  1.55 ± 0.01 # 
 LV Tei index  0.33 ± 0.01  1.18 ± 0.04 *  0.33 ± 0.01  0.67 ± 0.03 *# 
 RV Tei index  0.21 ± 0.01  0.58 ± 0.01 *  0.20 ± 0.01  0.40 ± 0.03 *# 
          
Each value represents the means ± SEM of 6 independent experiments. *P<0.05 vs. the corresponding Sham 
groups. #P<0.05 vs. CAL-Vehicle group. 
Abbreviations: LVIDd, left ventricular internal diameter at end-diastole; LVIDs, left ventricular internal diameter  
at end-systole; FS, fractional shortening; ESV, end-systolic volume; EDV, end-diastolic volume; EF, ejection 
fraction; HR, heart rate; bpm, beats per minute; CO, cardiac output; SV, stroke volume; PAAT, pulmonary artery 
flow acceleration time; LV, left ventricular; E, early diastolic filling wave; A, atrial contraction wave; RV, right 
ventricular. 
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3‐3 考察  
 本実験では，術後  2 週目以降  8 週目まで  SAHA を  1 日あたり  50 mg/kg 経口投
与した．  
 まず，SAHA の投与が心筋組織  HDAC6 の脱アセチル化酵素活性および含量に及ぼ
す効果について検討した．術後 8 週目の CAL-SAHA 群の -tubulin のアセチル化レ
ベルは，CAL-Vehicle 群の約 3 倍に上昇し，SAHA の投与により HDAC6 の脱アセチ
ル化酵素活性が阻害されたことが示された．その一方で，術後  8 週目の Sham-SAHA 
群の  -tubulin のアセチル化レベルは  Sham-Vehicle 群の約  130% であり，SAHA の 
HDAC6 に対する阻害効果は脱アセチル化酵素活性が顕著に上昇している病態下にお
いて，特に強く発揮されることが示された．術後  8 週目の  Sham-SAHA 群および  
CAL-SAHA 群の  HDAC6 含量は，Sham-Vehicle 群および  CAL-Vehicle 群よりも増加
していた．この HDAC6 含量の増加は，SAHA の投与により HDAC6 の脱アセチル化
酵素活性が阻害されたことに対するフィードバック機構が働いたためと考えられた．  
 次に，SAHA 投与による  HDAC6 の阻害が  HSP90 および  HSF1 を介する HSP 合
成に及ぼす効果について検討した．術後 8 週目の  HSP90 および  HSF1 含量を測定し
たところ，Sham 群と比較して CAL 群でそれぞれ約 2 倍および  1.5 倍に増加したも
のの，Vehicle を投与した群と  SAHA を投与した群の間で差は観察されなかった．そ
こで，SAHA の投与が  HSP90 のアセチル化レベルに及ぼす効果について検討した．
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の抗  HSP90 抗体による免疫沈降物中のアセチル化  
HSP90 の割合は，Sham-Vehicle 群のそれの約半分に低下していた．その一方で，術後 
8 週目の  CAL-SAHA 群の  HSP90 のアセチル化レベルは  CAL-Vehicle 群の  2 倍以
上であり，SAHA の投与により術後  2 週目のアセチル化  HSP90 レベルが維持されて
いた．さらに，免疫染色法を用いて  SAHA の投与が  HSF1 の細胞内局在に及ぼす効
果について検討した．術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の生存左心室筋では，HSF1 の染
色像が心筋細胞内全体で観察され，核への集積は観察されなかった．その一方で，術
後 8 週目の CAL-SAHA 群の生存左心室筋では，HSF1 の心筋細胞核への集積が観察
された．そこで，HSF1 によって発現が制御されている  HSP72，HSPB1 および  HSPB5 
の左心室心筋組織での含量を測定したところ，術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群では 
Sham-Vehicle 群と同様のレベルであった．その一方で，術後  8 週目の CAL-SAHA 群
のこれら HSP 含量は，HSF1 の核への移行と一致して，CAL-Vehicle 群よりも増加あ
るいは増加傾向を示し，術後  2 週時点からの  HSP 含量の減少が抑制された．さらに，
SAHA 投与による  HSP 含量の増加が細胞内タンパク質恒常性に及ぼす効果について
検討するために，術後 8 週目の生存左心室筋でのユビキチン化タンパク質含量を測定
した．術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群のユビキチン化タンパク質含量は  Sham-Vehicle 
群より増加していた．これ対して，術後  8 週目の CAL-SAHA 群のユビキチン化タン
パク質含量は，CAL-Vehicle 群のそれと比較して増加の度合いが軽減されており，
SAHA の投与が細胞内タンパク質恒常性の保持に寄与している可能性が示された．  
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 続いて，心エコー法を用いて  SAHA の投与が心機能に及ぼす効果について検討した．
術後  8 週目の  CAL-SAHA 群では，CAL-Vehicle 群で観察された FS および EF の低
下，E/A ratio の上昇および  Tei index の上昇が抑えられており，左心室の収縮弛緩能
の低下が改善されていた．さらに，CAL-Vehicle 群で観察された  CO index および SV 
index の低下も CAL-SAHA 群では抑制されており，CAL 群では SAHA の投与により
心ポンプ機能が維持されることが示された．加えて，組織学的指標の変化について検
討したところ，術後  8 週目の  CAL-SAHA 群では，BW が  CAL-Vehicle 群と比較し
て高値となった．その一方で，CAL-SAHA 群の LVW/BW は Sham-SAHA 群ではなく，
CAL-Vehicle 群と同程度となり，SAHA の投与は左心室筋肥大の指標を変化させるこ
とはなかった．これに対して，CAL-SAHA 群の SepW/BW，RVW/BW および HW/BW 
は，CAL-Vehicle 群よりも低値となった．これらの結果から，CAL-SAHA 群では生存
心筋が機能的肥大にとどまり，不全心での心室壁の菲薄化の進行が軽減されたと考え
られた．この心筋菲薄化の軽減が，SAHA 投与による心ポンプ機能の維持に寄与して
いると考えられた．  
 以上のことから，SAHA の投与は心筋梗塞後の慢性心不全への進展を抑制すること
が示された．さらに  SAHA 投与の効果のひとつとして，HDAC6 活性の阻害による 
HSP90 のアセチル化を介する  HSF1 の解離とそれに続く  HSP 発現の増加が関与す
る可能性が提示された．  
  
51 
 
 
 
 
Figure 19 Schematic representation of changes in histone deacetylase 6 (HDAC6) activity and heat-shock 
protein (HSP) expression in the infarcted heart of suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) -treated rats. 
Abbreviations: CAL, coronary artery ligation; HDAC6, histone deacetylase 6; HSP, heat -shock protein; Ac, 
acetyl group; HSF1, heat-shock transcription factor 1; PQC, protein quality control; SAHA, suberoylanilide 
hydroxamic acid. 
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小括  
1. 心筋梗塞後  2 週目以降の  SAHA の投与により  -tubulin のアセチル化レベルは
上昇したことから，8 週目にかけての  HDAC6 の脱アセチル化酵素活性の上昇は
抑制された．  
 
2. SAHA および Vehicle を投与した群の間で心筋梗塞後  8 週目の HSP90 含量に差
は見られなかったものの，2 週目から  8 週目にかけての  HSP90 のアセチル化レ
ベルの低下は SAHA 投与により抑制された．  
 
3. SAHA および  Vehicle を投与した群の間で心筋梗塞後  8 週目の  HSF1 含量に差
は見られなかったものの，心筋梗塞後  2 週目以降の  SAHA の投与により  HSF1 
は核に集積していた．  
 
4. 心筋梗塞後  2 週目以降の  SAHA の投与により， 8 週目にかけての心筋組織  
HSP72，HSPB1 および  HSPB5 含量の減少およびユビキチン化タンパク質の蓄積
が抑制された．  
 
5. 心筋梗塞後  2 週目以降の  SAHA の投与により，LVW/BW は Vehicle 投与群と同
程度の値となった一方で，SepW/BW，RVW/BW および  HW/BW は  Vehicle 投与
群よりも低値となった．  
 
6. SAHA 投与により，心筋梗塞後  2 週目以降の収縮能および拡張能の低下が軽減さ
れ，さらに心ポンプ機能が維持された．  
 
 本章では，心筋梗塞後の  HDAC 阻害薬 SAHA の投与が，心機能低下を軽減させる
ことを示した．さらに，その作用機序のひとつとして，HDAC6 活性阻害による HSP90 
のアセチル化を介した  HSF1 の  HSP90 複合体からの解離とそれに続く  HSP 合成の
誘導が関与することを示唆した．  
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総括  
本研究では，左冠状動脈結紮によるラット心筋梗塞モデルを用いて，心筋梗塞発症
後に心不全へと陥る過程での PQC および  HDAC6 の変化について検討した．  
 
 第一章では，心筋梗塞後の心機能変化および  PQC 経路の変化について検討した．
その結果，代償期では HSP 発現の誘導，プロテアソーム活性の維持およびオートファ
ジーの抑制を介して，細胞内のタンパク質の品質を維持しているものの，これら  PQC 
経路が破綻し，細胞内タンパク質恒常性が維持できなくなることが，心不全に陥らせ
る誘因となる可能性を示した．  
 第二章では，すべての  PQC 経路に関連する  HDAC6 の変化について検討した．そ
の結果，心筋梗塞後の代償期から心不全期にかけて  HDAC6 の脱アセチル化酵素活性
が著しく上昇していることを見出した．ストレスに対して最も早期に応答する  PQC 
経路であるシャペロン経路に着目し，HDAC6 との関連について検討したところ，不全
心では HDAC6 活性の上昇に伴い，HSP90 のアセチル化レベルが著しく低下した．さ
らに，不全心では  HSF1 の核への集積も観察されず，第一章での  HSP 含量の低下と
一致していた．これらのことから，心筋梗塞後不全心での  HSP 発現の低下に  HDAC6 
の脱アセチル化酵素活性の上昇が関与する可能性を示した．  
 第三章では，心筋梗塞後の代償期から心不全期にかけての  HDAC6 活性の著しい上
昇を抑制することで，HSP 発現および心機能を維持できるのではないかと考え，HDAC 
阻害薬 SAHA の投与がこれらに及ぼす効果について検討した．その結果，SAHA 投与
による HDAC6 の脱アセチル化酵素活性の阻害は，HSP90 のアセチル化レベルを上昇
させた．これに伴って HSF1 の核への移行が観察され，HSP72，HSPB1 および  HSPB5 
含量の減少が抑制された．さらに，SAHA の投与により心筋組織へのユビキチン化タ
ンパク質の蓄積も軽減され，これに並行して心機能低下が抑制されることを示した．
これらのことから，HDAC6 活性の阻害によって  HSP90 および HSF1 を介して  HSP
発現を誘導し，細胞内タンパク質恒常性を維持することが，SAHA による心不全治療
の可能性のある機序になると考えられた．  
 
 以上，本論文では心筋梗塞後の心筋組織での  PQC の変化を明らかにするとともに，
HDAC6 活性阻害を介した  HSP 発現の維持による心不全の新たな薬物療法を提示す
ることができた．  
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